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Aunque desde hace tiempo se conocía que los ácidos biliares participan en el 
control de su propia síntesis, ha sido la identificación del receptor nuclear huérfano 
“Farnesoid X Receptor” (FXR, NR1H4) como el elemento sensor de los niveles de 
ácidos biliares, lo que ha permitido avanzar durante la última década en el conocimiento 
de los mecanismos moleculares que regulan el metabolismo de estos esteroides. Los 
ácidos biliares activan FXR en los hepatocitos cuya consecuencia es un aumento de la 
expresión del factor de trascripción SHP (“Small Heterodimer Partner”), el cual reprime 
la expresión de la enzima clave en la ruta mayoritaria de síntesis de novo de ácidos 
biliares, la CYP7A1. A nivel intestinal, los ácidos biliares, activan en el ileocito FXR, que 
a su vez induce la expresión del factor de crecimiento fibroblástico 19 (FGF19) en 
humanos y 15 (Fgf15) en ratas y ratones. A través de la circulación portal FGF19/Fgf15 
llega al hígado donde tras unirse a su receptor FGFR4 situado en la membrana 
basolateral de los hepatocitos gracias a la dimerización con la proteína β-Klotho, 
desencadena una cascada de señalización que inhibe la transcripción del gen CYP7A1.  
 Para plantear el objetivo de este trabajo también hay que tener en cuenta que la 
utilidad de los glucocorticoides como tratamiento crónico en enfermedades inflamatorias 
y autoinmunes se ve limitada por sus efectos secundarios, como son, entre otros, la 
aparición de trastornos hepáticos, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e 
incluso diabetes. Pese a estas limitaciones, el uso de glucocorticoides también tiene 
efectos beneficiosos en el hígado, como lo avala su uso en ciertos tipos de hepatitis y 
desórdenes colestáticos. Aunque los efectos, ya sean perjudiciales o beneficiosos, 
puedan deberse en parte a las propiedades antiinflamatorias de los glucocorticoides, 
nos planteamos como hipótesis la posibilidad de que estos esteroides o su receptor GR 
(“Glucocorticoid Receptor”) puedan interaccionar de forma directa o indirecta con 
mecanismos de control de la función hepática, en general, y el control de la 
homeostasis de ácidos biliares, en particular. En este sentido, nuestro grupo de 
investigación ha descrito la existencia de una relación entre los glucocorticoides y la 
expresión de FXR hepático y sus genes diana. Esto plantea una interesante incógnita 
sobre la posible implicación de la interconexión entre la vía de señalización de FXR 









En base a estos antecedentes, se planteó como objetivo de esta Tesis Doctoral 
el evaluar los efectos del tratamiento de tres glucocorticoides de uso clínico, como la 
dexametasona, la budesonida y la prednisolona sobre la vía de señalización 
enterohepática de FXR/FGF19 y su repercusión en el metabolismo hepático de los 








































































































































2.1. SISTEMA ENTEROHEPÁTICO 
 
     Desde una visión estructural el sistema gastrointestinal es un tubo elongado con un 
lumen que se inicia en el esófago y termina en el recto, dividiéndose en tres porciones, 
de las cuales la porción intermedia o intestino delgado, junto con la circulación portal y 
el hígado, constituyen lo que denomina circuito enterohepático (Grossman et al., 2014). 
 
2.1.1. El hígado 
 
Anatomía e histología 
 
        El hígado es el órgano de mayor tamaño del organismo, ya que constituye 
aproximadamente el 2.5% del peso corporal en adultos y un 5% en recién nacidos. En 
cuanto a la anatomía, el hígado presenta dos caras: una diafragmática y otra visceral. 
En la cara diafragmática encontramos dos lóbulos: derecho e izquierdo, siendo éste 
último más grande (Fig-I1). Estos lóbulos están divididos por el ligamento falciforme, el 
cual se extiende hasta la zona umbilical. Al llegar a la parte posterior de la cara 
diafragmática, el ligamento falciforme se divide en dos hojas dando lugar al ligamento 
coronario. Cada una de estas hojas se dirige a cada uno de sus bordes derecho e 
izquierdo del hígado, donde se une a la hoja peritoneal de la cara visceral del hígado, 
formando los ligamentos triangulares derecho e izquierdo. En la cara visceral 
encontramos dos lóbulos más: el lóbulo caudado y el lóbulo cuadrado. 
	
	         El hígado recibe entre el 20-35% del aporte sanguíneo a través de la arteria 
hepática procedente del tronco celíaco, que aporta sangre rica en oxígeno y entre el 65-










Fig-I1. Anatomia interna del higado. Imagen tomada del libro “Nociones fundamentales 
de endocrinologia y criminologia’’ perteneciente a la Biblioteca online Gnóstica. 
 
          La unidad estructural y funcional del parénquima hepático es el acino hepático 
formado por la porción de tejido asociado a las ramas terminales de la vena portal y la 
arteria hepática y a un conducto biliar (Fig-I2). En el acino hepático, la sangre 
procedente de la arteria hepática y de la vena porta se mezcla en los sinusoides 
hepáticos. 
 
         Se pueden distinguir tres zonas acinares denominadas zonas 1, 2 y 3 de 
Rappaport (Rappaport, 1973) de tal manera que los hepatocitos situados cerca de los 
espacios porta (zona 1) son los primeros expuestos a la sangre aferente y reciben las 
concentraciones más elevadas de solutos de procedencia arterial y portal, mientras que 
















nutrientes, señales hormonales y toxinas procedentes de la circulación aferente 
(Gumucio,1983). 
 
       En el hígado se distinguen varios tipos células: 
 
- Células epiteliales:  
- Hepatocitos, que son la fracción celular que forma el parénquima hepático 
- Colangiocitos, que son las células que tapizan los conductos biliares  
         Los hepatocitos representan alrededor del 60% de las células del hígado y ocupan 
casi el 80% del volumen parénquimal, mientras que los otros tipos celulares ocupan 
aproximadamente el 6.5% del volumen hepático, y los espacios extracelulares ocupan 
el 16-20%. 
 
- Células sinusoidales: 
- Células endoteliales 
- Macrófagos hepáticos o células de Kupffer 
- Células estrelladas que pueden almacenar gotas lipídicas cargadas de vitaminas 















Fig-I2. Esquema del acino hepático. Las flechas rojas indican el sentido de  la 
circulacion de la sangre a traves del acino, desde las ramas de la vena porta y arteria 
hepatica hacia la vena centrolobulillar, a traves de los sinusoides. 
 
El hepatocito  
        Los hepatocitos son las células mayoritarias del hígado. Se trata de una célula 
poliédrica de marcada polaridad con un diámetro medio de 25 µm. Su membrana celular 
posee tres regiones de distinta especificidad morfológica y funcional (Evans, 1980;  
Meier, 1988): 
 
- Membrana sinusoidal: hacia el polo sanguíneo o espacio de Disse, formada por 
microvellosidades que crean una gran superficie de intercambio (Erlinger, 1982; 

























- Membrana lateral: situada entre hepatocitos colindantes, (Meier, 1988). Contiene 
estructuras celulares  como “tight junctions”, desmosomas y “gap junctions”  que 
mantienen la adhesión mecánica y la conexión funcional entre los hepatocitos 
adyacentes (Meier, 1988),  
 
- Membrana canalicular: es una invaginación de la superficie de la membrana celular 
del hepatocito, que al juntarse con la de los hepatocitos colindantes forman la estructura 
de canalículo biliar. Para que ésta se mantenga y puedan realizarse funciones 
secretoras típicas de esta membrana, alrededor de los canalículos biliares, el área 
citoplasmática adyacente es rica en filamentos y microtúbulos y pobre en orgánulos 
(Meier, 1988; Watanabe et al., 1991). Esta membrana también presenta numerosas 
microvellosidades hacia la luz canalicular. 
	
	
Las funciones del hígado 
          Entre las funciones del hígado, llevadas a cabo por el hepatocito cabe destacar 
su participación en el metabolismo de hidratos de carbono, proteínas, lípidos, y de los 
constituyentes de la bilis. Además juega un papel clave en la detoxificación de 
sustancias endógenas y xenobióticas. 
- Metabolismo de hidratos de carbono: el tejido hepático juega un papel importante 
en el control de la homeostasis de la glucosa, ya que una de sus funciones es la de 
suministrar glucosa de forma contínua al organismo. También es el encargado de 
sintetizar, almacenar y degradar los monosacáridos polimerizados en forma de 
glucógeno a través de los procesos de glucogénesis y glucogenólisis. La glucosa 
también es sintetizada en el hepatocito a través de la ruta de la gluconeogénesis a partir 
de precursores como el lactato, el glicerol y aminoácidos.  
- Metabolismo de lípidos: prácticamente la totalidad de los componentes de las 
lipoproteínas se sintetizan en el hígado. El hepatocito sintetiza ácidos grasos, 
triglicéridos y fosfolípidos a partir de hidratos de carbono y glicerol. También es una 
fuente importante junto con la dieta de colesterol (síntesis de novo) y a partir de éste es 









posteriores. En el hepatocito también se llevan a cabo procesos del catabolismo de 
lípidos como es la oxidación de ácidos grasos (β-oxidación). 
- Metabolismo nitrogenado: el hepatocito sintetiza la mayoría de las proteínas 
plasmáticas, como la albúmina, que es la mayoritaria en plasma, o como los factores de 
coagulación fibrinógeno y protrombina. También lleva a cabo la producción de urea a 
partir de los aminoácidos y el catabolismo de bases púricas y pirimidínicas. 
- Secreción de bilis: el hígado es el encargado de la secreción de la bilis, la cual es 
necesaria para la digestión de los alimentos y excreción de productos de desecho. La 
bilis es secretada hacia la vía biliar y posteriormente, al duodeno. 
 
- Otras funciones: el hígado también es un órgano hematopoyético durante la vida fetal 
encargado de la producción de glóbulos rojos en el feto a partir del primer trimestre del 
embarazo y es el principal lugar de almacenamiento de sustancias como la vitamina A, 
vitamina D, vitamina B12, hierro y cobre. 
 
 
2.1.2. Intestino delgado 
	
Anatomía e histología del intestino delgado 
 
         Es el componente más largo del tubo digestivo, se extiende desde el píloro hasta 
la unión del ciego con el colon ascendente. Su longitud promedio es de 6 a 7 m y está 
dividido en tres porciones anatómicas (Fig-I3): 
 
- Duodeno: es la primera región, tiene la longitud de 20 a 25 cm y dispuesto en forma 
de "C". En la porción inicial aparecen las glándulas de Brunner en la submucosa, cuya 
secreción alcalina protege a la mucosa de la acidez del quimo. En la segunda porción 
aparecen dos salientes en la mucosa: carúncula duodenal mayor, donde se abre la 
ampolla de Vater, desembocadura conjunta del conducto pancreático principal (de 
Wirsung) y colédoco (de la vía biliar), y carúncula duodenal menor, que desemboca en 









- Yeyuno: se encuentra en el abdomen superior, de unos 2.5 m de largo. Comienza en 
el ángulo formado con el duodeno denominado ángulo duodeno yeyunal para 
desembocar en el íleon. 
- Íleon: De unos 3.5 m, discurre distalmente para terminar en la válvula ileocecal, que 





Fig-I3. Anatomía interna del intestino delgado. Imagen tomada de 
https://medlineplus.gov . 
 
      La pared del intestino delgado, se encuentra conformada por cuatro capas bien 
diferenciadas, que desde la luz hacia fuera son (Fig-I4): 
 
- Mucosa: que consiste en una capa de epitelio que está especializado según las 
regiones, para las diferentes funciones digestivas, una capa de tejido conectivo, la 









Ø Epitelio: compuesto por células caliciformes, absortivas superficiales y APUD. 
Ø Lámina propia: compuesta por tejido conectivo laxo. Contiene diferentes tipos 
celulares: células madre, caliciformes, cilíndricas, células de Paneth, fibroblastos, 
fibrocitos, endotelio vascular, células musculares lisas, varios tipos celulares 
sanguíneos y miofibroblastos subepiteliales intestinales que secretan diferentes factores 
de crecimiento esenciales para la proliferación y diferenciación celular. Por todo ello, la 
lámina propia no solo representa el entramado que sustenta el epitelio intestinal sino 
que, además, regula diferentes aspectos de su funcionalidad (Leedham et al., 2005). 
Ø Muscular de la mucosa: formada por dos capas de músculo liso circular interno y 
longitudinal externo. 
- Submucosa: es una capa de tejido conjuntivo denso, rico en fibras elásticas. Contiene 
también grupos ocasionales de células adiposas. En el duodeno, esta capa está 
ocupada en gran parte por las glándulas de Brunner (glándulas mucosas submucosas) 
pertenecientes a las vellosidades intestinales. 
- Muscular: se compone de dos capas, la longitudinal externa y la circular de músculo 
liso, aunque también existen algunas fibras musculares lisas que pasan de una a otra 
capa. Entre ambas se sitúa el plexo mesentérico de Auerbach. 
- Serosa: es la capa mas externa de la pared intestinal. Está cubierta por el peritoneo y 
localizada dentro de la cavidad abdominal. Es una membrana que consiste en un 











Fig-I4. Esquema de las capas del intestino delgado. Imagen tomada de http://www.un 
healthline.com/human-body-maps/small-intestine. 
   
Funciones del intestino delgado 
 
         Las funciones principales del intestino delgado son la digestión y la absorción 




         La absorción es el movimiento de nutrientes, agua y electrolitos desde el lumen 
del intestino a las sangre. Existen dos vías de absorción, una celular y otra paracelular. 
En la vía celular, la sustancia atraviesa la membrana apical (luminal), penetra en la 
célula epitelial y a continuación es forzada hacia el exterior a través de la membrana 













Capa muscular de 
la mucosa 
Capa de fibras 
musculares 
circulares  











membranas apical y basolateral son responsables de muchos de los procesos de 
absorción. 
 
        En la vía paracelular, las sustancias se mueven a través de uniones herméticas 
entre las células epiteliales, por los espacios intercelulares, hacia la sangre.  
 
       La estructura de la mucosa intestinal es idónea para la absorción de cantidades 
grandes de nutrientes. Las características estructurales denominadas vellosidades y 
microvellosidades aumentan el área de superficie del intestino delgado, maximizando la 
exposición de los nutrientes a las enzimas digestivas y creando una superficie de 
absorción grande. La superficie del intestino delgado esta dispuesta en pliegues 
longitudinales, denominados pliegues de Kerckring. Las vellosidades tienen forma de 
dedos y se proyectan a partir de estos pliegues. Son mas largas en el duodeno, donde 
se produce la mayor parte de la digestión y la absorción, y más cortas en el ileon 
terminal. Las superficies de las vellosidades están recubiertas de células epiteliales 
(enterocitos) intercaladas con células secretoras de moco (células con forma de copa). 
La superficie apical de las células epiteliales se expande aun más gracias a pliegues 
diminutos denominados microvellosidades. La superficie de la microvellosidad se 
denomina borde en cepillo debido a su aspecto al microscopio. En conjunto, los 
pliegues de Kerckring, las vellosidades y las microvellosidades aumentan el área total 
unas 600 veces.  
 
       Las células epiteliales del intestino delgado poseen uno de los índices de recambio 
mas altos de cualquiera de las células del cuerpo, ya que son sustituidas cada 3 a 6 
días. Este índice de recambio tan alto de las células mucosas las convierte en las 
células particularmente sensibles a los efectos de la irradiación y la quimioterapia 




           Los alimentos ingeridos y procesados de forma mecánica sufren la acción de las 
enzimas digestivas y de los ABs para que puedan entonces ser absorbidos y después 









 Digestión de las proteínas 
       Aunque la digestión de las proteínas comienza en el estómago, por la acción de la 
pepsina y el ácido clorhídrico, continúa a lo largo del intestino. En el intestino delgado es 
llevada a cabo por la acción de la tripsina y la quimotripsina, carboxipeptidasas y 
elastasa, secretadas por el páncreas que descomponen las proteínas procedentes de la 
dieta en pequeños péptidos. 
 Digestión de los lípidos 
        Las enzimas, como la lipasa secretada por el páncreas, actúan sobre las grasas y 
lípidos ingeridos. Descomponen los triglicéridos en ácidos grasos libres y en 
monoglicéridos. Ésto se consigue con la ayuda de los ABs secretados por el hígado. 
Los ABs mantienen los triglicéridos en un ambiente acuoso hasta que la lipasa pueda 
descomponerlos en partes más pequeñas para que puedan ser captados por las 
vellosidades intestinales por absorción. 
 Digestión de hidratos de carbono 
          Aunque la digestión de los azúcares comienza en la boca, los hidratos de carbono 
se degradan a oligosacáridos y a monosacáridos como la glucosa por la acción de la 
amilasa pancreática. Otros carbohidratos pasan, sin ser digeridos, a lo largo del 
intestino donde, dependiendo del tipo, pueden ser descompuestos por las bacterias 
intestinales. 
 
2.2. ÁCIDOS BILIARES 
 
       Los ABs son compuestos anfipáticos que se forman en el hígado como resultado 
del metabolismo del colesterol, obteniéndose ácidos carboxílicos mono-, di- o 
trihidroxilados, fácilmente secretables y con utilidad en los procesos digestivos (Monte 
et al., 2009).  
 
      Los ABs son esteroides con veinticuatro átomos de carbono, cuyo grupo carboxilo 
en la cadena lateral suele estar conjugado con glicina o taurina (Lester, 1983). Los ABs 









trihidroxi-5β-colanoico) y el ácido quenodesoxicólico (AQDC, 3α, 7α-dihidroxi-5β-
colanoico) mostrados en Fig-I5. A su paso por el intestino, las bacterias de la flora 




Fig-I5. Estructura química de los ABs primarios, el ácido cólico (AC,3α, 7α, 12α, 




2.2.1. Biosíntesis de los ácidos biliares 
 
      Existen dos rutas metabólicas principales a partir de las cuales se sintetizan los ABs 
primarios a partir del colesterol (Monte et al., 2009), tal como se muestra en la Fig-I6. 
 
- Vía clásica o neutra: sus productos principales son el AC y el AQDC, que se generan 
a partir de metabolitos intermedios de naturaleza neutra. 
- Vía alternativa o vía ácida: el producto mayoritario de esta vía es el AQDC, generado 










         La principal vía para la síntesis de los ABs en humanos en condiciones fisiológicas 
es la vía neutra (Fig-I6), que se inicia por hidroxilación del colesterol en la posición 7α 
gracias a la acción de la enzima microsomal perteneciente a la familia citocromo P450, 
colesterol 7α-hidroxilasa (CYP7A1), localizada en el retículo endoplásmico.  
 
         En cambio, durante la vida fetal y en ciertas patologías hepáticas, parece que la 
vía ácida podría ser la vía predominante (Fig-I6). En esta vía el paso limitante es la 
hidroxilación en el C27 de la cadena lateral, llevada a cabo por la enzima mitocondrial 
esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1)  (Deleze et al., 1978; Bjorkhem,  1992). 
Posteriormente los compuestos intermedios generados a través de la acción de 





Fig-I6. Vías enzimáticas de la síntesis de ácido cólico y ácido quenodesoxicólico por la 
vía clásica a partir de la hidroxilación del colesterol y de la síntesis de ácido 












2.2.2. Conjugación de los ácidos biliares 
 
          Las principales biotransformaciones que experimentan los ABs son conjugaciones 
con aminoácidos (glicina o taurina). La enzima ácido biliar-CoA: aminoácido N-
acetiltransferasa (BAAT, de sus siglas en inglés “bile acid-CoA:amino acid N-
acyltransferase”) es la encargada del paso final de la síntesis de los ABs y de la 
reconjugación de los mismos con glicina o taurina para que puedan permanecer en la 
circulación enterohepática (Rembacz et al., 2010). Otras reacciones de 
biotransformación que sufren los ABs son la sulfatación y la glucuronidación, aunque 
son vías minoritarias en individuos sanos. En cambio en situaciones de colestasis, 
cuando los ABs se acumulan en el hepatocito, sufren estas reacciones de conjugación 
para poder ser excretados por vía renal (Hofmann et al., 1994). 
 
2.2.3. Transpotre hepático e intestinal de los ácidos bilares  
 
       Una vez sintetizados, los ABs son secretados a la bilis y concentrados en la 
vesícula biliar. Tras la ingesta, alcanzan el duodeno donde llevan a cabo sus funciones 
de digestión y absorción de las grasas y vitaminas liposolubles. 
 
       El 95% de los ABs intestinales se recuperan por transporte activo en el íleon  
llevado a cabo por el transportador ASBT “Apical Sodium Bile acid Trasporter” gen 
SLC10A2 (Craddock et al., 1998), como muestra la Fig-I7. Se trata de un mecanismo de 
cotransporte de una molécula de AB con 2 Na+. En el interior de ileocito el transportador 
citoplasmático IBABP (”Ileal Bile Acid Binding Protein”), gen FABP6, es el encargado de 
movilizar los ABs desde la membrana apical a la basolateral, donde a través del 
heterodímero OSTα/OSTβ (de “Organic Solute Transporter”), genes SLC51A y SLC51B, 
son expulsados a la circulación portal (Dawson et al., 2005). 
 
        A través de la sangre portal, y en menor medida por la arteria hepática, los ABs 
llegan al hígado, donde son captados a través de un proceso sodio-dependiente 
mediado por el transportador NTCP (“Na+-Taurocholate Co-transporting Polypeptide”, 
gen SLC10A1) (Hagebuch et Meier, 1994). También tiene lugar una captación de ABs 









Transporting Polypeptides”) principalmente las isoformas 1B1 (gen SLCO1B1) y 1B3 
(gen SLCO1B3) (Kullak-Ublick et al., 2001). 
 
     La secreción canalicular de los ABs depende de su naturaleza iónica. Así, los ABs 
monoaniónicos, son expulsados al canalículo biliar a través de un proceso ATP-
dependiente mediado por la bomba exportadora BSEP ( “Bile Salt Export Pump, gen 
ABCB11”) (Gerloff et al., 1998), mientras que los ABs sulfatados o glucuronidados son 
transportados por otras proteínas ABC, como la MRP2 (gen ABCC2) (Akita et al., 2001) 
o la BCRP (gen ABCG2) (Blazquez et al., 2011). 
 
        La gran especificidad de estos transportadores hepáticos e intestinales permite 
explicar los bajos niveles de los ABs en sangre, generalmente por debajo de 10 µM en 
individuos sanos (El-Mir et al., 2001). 
 
 
Fig-I7. Mecanismos de transporte activo para la recaptación de ácidos biliares 






















2.2.4. Funciones de los ácidos biliares 
 
 
 En el intestino 
- Los ABs en el intestino forman micelas que favorecen la digestión y la absorción 
intestinal de las grasas de la dieta y de las vitaminas liposolubles (A, E, D y K).  
- Activan las lipasas intestinales. 
- Aceleran el transporte de lípidos. 
- Modulan la motilidad intestinal, la secreción de hormonas gastrointestinales como la 
colecistoquinina, la secreción de agua y electrolitos (Combettes et al., 1992). 
 
En el hígado 
 
- Generan la fracción del flujo biliar dependiente de ABs. 
- Estimulan la contracción canalicular. 
- Inducen la secreción biliar de fosfolípidos y colesterol. 
- Modulan la síntesis de novo del colesterol y el número de receptores de membrana 
para las lipoproteínas de baja densidad (LDL). 
	
En la bilis  
 
- Forman micelas para transportar sustancias hidrofóbicas como colesterol, 
protoporfirinas, etc. 




       Los ABs desempeñan un papel como moléculas señalizadoras en gran variedad de 
tejidos, con funciones sistémicas endocrinas a través de la activación de receptores 









la respuesta adaptativa en colestasis y en otros daños hepáticos (Chiang et al., 2002; 
Elorante et al., 2005; Gerier et al., 2007). 
 
      Por otra parte, en los últimos años, se ha sugerido que los ABs podrían estar 
involucrados en procesos de proliferación y diferenciación celular, secreción o apoptosis 
(Ahrendt et al., 2000; Boberg et al., 2000; Furubo et al., 1999; Isa et al, 2002; Tannapfel 
et al., 2000). Algunas especies moleculares de ABs modulan la síntesis del ADN 
durante la regeneración hepática tras una hepatectomía parcial en roedores (Marin et 
al., 1993; Monte et al., 1996; Huang et al., 2006) y algunas de estas especies de ABs 
podrían jugar un papel importante en la aparición del cáncer gastrointestinal o incluso 
mamario (Costarelli et Sander, 2002; Raju et al., 1990). 
 
      También se ha descrito que los ABs podrían jugar un papel importante en la 
regulación de la homeostasis glucídica y lipídica (Houten et al., 2006). Recientemente 
se ha observado en modelos animales, que los ABs podrían prevenir el desarrollo de 
resistencia a la insulina y la aparición de obesidad inducida por la dieta (Ikemoto et al., 
1997), lo que supondría una implicación de los ABs en la regulación del metabolismo de 
la glucosa. 
 
2.3. RECEPTORES NUCLEARES 
 
2.3.1. Concepto y tipos 
 
        La superfamilia de receptores nucleares (NR, del inglés “Nuclear Receptor”), está 
constituída por más de 150 miembros capaces de activar o inhibir la transcripción de 
genes (Blumberg et Evans, 1998; Kliewer et al.,1999; Mangelsdorf et Evans, 1995). Así 
por ejemplo, a nivel enterohepático, la unión de ABs a NRs puede modular la expresión 
de sus transportadores y el metabolismo de estos compuestos, o incluso favorecer o 
imposibilitar la respuesta a otro factor de transcripción, en condiciones fisiológicas y 
patológicas (Arrese et al.,  2002). 
 










- N-terminal de transactivación independiente de ligando (AF1,  “Activation Function-1”). 
- Dominio central  de unión al ADN (DBD, “DNA Binding Domain”). 
- Región bisagra que conecta el DBD con el dominio de unión a ligando. 
- Dominio de unión a ligando C-terminal (LBD, “Ligand Binding Domain”) (Aranda et 
Pascual, 2001; Chawla et al., 2001). 
 
        Los NRs pueden localizarse en el citoplasma o en el núcleo, y llevan a cabo su 
acción por unión, ya sea en forma de monómeros, homodímeros o heterodímeros a los 
llamados elementos respuesta (ER), que son zonas específicas del gen diana con 
función reguladora. Los ER suelen contener seis pares de bases separadas por una 
región de entre cero y ocho nucleótidos. (Aranda et Pascual, 2001). 
 
      La expresión de un NR está condicionada por diferentes factores, entre los que 
destacan el tipo y tiempo de vida celular, el promotor y el ER al que se unan y por 
diferentes mecanismos de señalización  intracelular e intranuclear (Smirlis et al., 2001).  
 
Tipos de NRs 
 
            La clasificación de los NRs puede realizarse de dos maneras: 
 
Atendiendo a sus ligandos fisiológicos y sus funciones potenciales, los NR se clasifican 
en los siguientes grupos: 
 
- Receptores endocrinos: donde se incluyen receptores que se unen a hormonas, 
como el receptor de glucocorticoides (GR, “Glucocorticoid Receptor”), el receptor de 
mineralocorticoides (MR, “Mineralocorticoid Receptor”), el receptor de andrógenos, de 
estrógenos, de progesterona y de hormonas tiroideas (TR, “Thyroid Hormone 
Receptor”).  
- Receptores huérfanos adoptados: debido a su homología en secuencia con los 









el receptor de ABs FXR (“Farnesoid X Receptor”), del que se hablará en las secciones 
posteriores, el RXR (“Retinoid X Receptor”), PXR (“Pregnane X Receptor”), LXR (“Liver 
X Receptor”), PPARy y PPARα (“Peroxisome Proliferator-Activated Receptor”). Muchos 
NRs se unen a sus ER como heterodímeros con el RXR (Mangelsdorf et Evans, 1995). 
Es posible que los receptores de este grupo puedan utilizarse en el futuro como dianas 
farmacológicas en desórdenes metabólicos (Lefebvre et Semple, 2006). 
- Auténticos receptores huérfanos: esta tercera clase incluye a aquellos receptores 
cuyos ligandos son desconocidos (Mangelsdorf et Evans, 2014) 
 Atendiendo a su localización subcelular en ausencia de ligando se clasifican en: 
 
- NRs de Tipo I: se encuentran en el citoplasma. La unión a su ligando produce un 
cambio conformacional que produce su liberación de las proteínas “heat shock” (HSP), 
para posteriormente homodimerizarse y traslocarse al núcleo donde ejercen su función 
- NRs de Tipo II: se localizan en el núcleo independientemente de que estén unidos o 
no a su ligando. En esta última situación se encuentran unidos a proteinas co-
represoras, que se disocian tras su unión a ligando, situación que además implica el 
reclutamiento de proteínas co-activadoras y del complejo de iniciación de la 




         Como se ha indicado anteriormente, desde que se descubrió su activación por 
ABs, el FXR se ha clasificado como NR de tipo huérfano adoptado (Sonoda et al., 
2008., Makishima et al., 1999., Parks et al, 1999). Además de desempeñar un papel 
crucial en la homeostasis de los ABs, también interviene en la regulación del 
metabolismo del colesterol y de la glucosa, tanto en condiciones fisiológicas como 
















        Actualmente, se conoce la existencia de dos genes de FXR denominados FXRα y 
FXRβ. El gen FXRα está muy conservado, presentando analogías en la secuencia 
desde los peces hasta el ser humano (Maglich et al., 2003). En humanos el gen que 
codifica para FXRα (NR1H4) se localiza en cromosoma (12q23). En cambio el gen 
FXRβ se expresa sólo en roedores, aunque se conserva como pseudogen en humanos 
(Otte et al., 2003).  
 
       FXR se compone de once exones y diez intrones y presenta dos promotores 
diferentes situados “aguas arriba” del exón 3. Debido a un fenómeno de splicing 
alternativo se obtienen las cuatro isoformas de FXRα en humanos y cuya nomenclatura 
actual es: FXRα1, FXRα2, FXRα3, FXRα4. 
	
	
Fig-I8. Estructura y transcrito del gen FXR humano. 











       En humanos, se ha descrito que las isoformas FXRα1 y FXRα2 se expresan en el 
hígado y glándulas suprarrenales, mientras que en colon y riñón se expresan 
exclusivamente las isoformas FXRα3 Y FXRα4. En el intestino delgado (íleon) se 
expresan todas las isoformas en niveles muy similares y no se detecta FXR en el 
cerebro, pulmón, músculo esquelético ni corazón (Huber et al., 2002), aunque, existe 
controversia sobre la presencia de este NR en el músculo cardiaco (Bishop-Bailey et al., 
2004). 
 
       FXR es uno de los numerosos NRs que se expresan en células del sistema inmune 
humano, como en células mononucleadas y en linfocitos (Schote et al., 2007). 
 
Papel fisiológico de FXR: Regulación del metabolismo y el trasporte de 
ácidos biliares mediado por FXR 
 
         La biosíntesis hepática y el transporte enterohepático de ABs son procesos que 
deben ser regulados de forma coordinada para mantener constante el tamaño del pool 
de ABs. En este sentido, por una parte, FXR regula en gran medida la expresión de 
transportadores hepáticos e intestinales y, por otra, los ABs que circulan en el sistema 
enterohepático activan FXR a nivel hepático (Trauner et Boyer, 2003) reprimiendo la 
síntesis de ABs mediante la inhibición de la expresión de la enzima llave de su síntesis 
CYP7A1 a través de SHP (“Small Heterodimer Partner”) (Goodwin et Lu, 2000), y 
promoviendo la conjugación de ABs mediante la inducción de la enzima BAAT. Además, 
FXR controla la entrada de ABs al hígado mediante la inhibición de NTCP y su 
secreción al intestino delgado mediante la inducción de la expresión de BSEP y MRP2,  
ambas inducidas a nivel transcripcional por FXR (Ananthanarayanan et al., 2001; Kast 
et al., 2002).  
 
       En el intestino delgado, la activación de FXR induce la expresión de IBABP (Grober 
et al,. 1999) y OSTα/β (Landrier et al., 2006) e inhibe la expresión de ASBT. Esta 










        En situaciones en las que los ABs se acumulan a concentraciones tóxicas, FXR 
induce la expresión hepática de OSTα/β, MRP3 y MRP4 (Dawson et al., 2005), para 
permitir la eliminación de ABs por la orina, y de las enzimas de reacción de fase I 
CYP3A4, que cataliza la hidroxilación de ABs en diferentes posiciones (Araya et Wikvall, 
1999; Bodin et al., 2005), y de fase II como SULT2A1 (Song et al., 2001) y UGT2B4 
(Barbier et al., 2003), que llevan a cabo reacciones de sulfatación y glucuronidación de 
ABs, respectivamente.  
 
Regulación de la síntesis de ácidos biliares a través de la regulación 
hepática de la  expresión de CYP7A1 por FXR 
        Los propios ABs son capaces de reprimir su síntesis mediante un mecanismo en el 
que el FXR hepático e intestinal funcionan de manera sinérgica. La reacción catalizada 
por la enzima CYP7A1 es la etapa limitante de este proceso biosintético (Russell, 2003). 
La regulación de la expresión de esta enzima es compleja, ya que en ella intervienen 
varios NRs, entre los que se encuentran LRH-1 y HNF4α, que se unen a secuencias 
reguladoras en el gen CYP7A1 y activan su expresión. La represión de CYP7A1 
mediada por FXR tiene lugar a través de una regulación directa del gen SHP por FXR. 
SHP es un peculiar receptor nuclear desprovisto de DBD, que ejerce una actividad 
represora tras dimerizar con varios receptores nucleares, entre los que se incluyen 
LRH-1 y HNF4α (Goodwin et Lu, 2000). Sin embargo, en ratones knock-out para SHP, 
los ABs siguen siendo capaces de reprimir la expresión de CYP7A1, lo que indica la 
existencia de otro mecanismo independiente de SHP implicado en la represión de esta 
enzima. Aquí es donde entra en juego el FXR expresado en el intestino delgado que, 
tras ser activado por los ABs absorbidos en el íleon, induce la expresión de FGF19 
(“Fibroblast Growth Factor 19”). Esta hormona es secretada a la circulación portal y 
alcanza el hígado, donde se une a su receptor de membrana, el FGFR4 (“Fibroblast 
Growth Factor Receptor 4”) que dimeriza con el correceptor β-Khloto y reprime la 
expresión de CYP7A1 a través de una ruta dependiente de quinasas (Inagaki et al., 
2005). Este mecanismo constituye una via de interacción entre el hígado y el intestino 
para la regulación de la síntesis de ABs. La utilización de ratones knock-out específicos 









CYP7A1 y parece ser que el FXR intestinal tiene un papel más determinante (Kim et al., 
2007).  
 
        Del mismo modo, se ha descrito una regulación similar para la enzima CYP8B1, 
que regula la proporción de síntesis AC:AQDC en la vía clásica (Kim et al., 2007 ; 
Zhang et Chiang, 2001).  
 
Regulación de la expresión de CYP7A1 a través de  la regulación intestinal 
mediada por FXR: Factor de crecimiento fibroblástico 19 (FGF19)  
 
											FGF19 en humanos y su homólogo en roedores Fgf15, es una proteína de 24 kDa 
que está cobrando importancia en el entendimiento del metabolismo hepático y en 
particular de sus funciones hormonales.  FGF19/15, junto con otros dos factores de 
crecimiento fibroblástico, FGF21 y FGF23, comparten la característica de actuar como 
moléculas endocrinas con efectos en tejidos distantes. 
 
       FGF19/15, como se ha comentado en el apartado anterior, desempeña un papel 
principal en la regulación de la síntesis de ABs, pero también en el metabolismo 
glucídico y lipídico. Sus efectos en el metabolismo de la glucosa y de los lípidos se 
llevan a cabo de manera coordinada con FGF21, que también tiene funciones 
metabólicas y funciona junto con FGF19 en un tándem de repercusiones metabólicas 
que emulan al tándem insulina/glucagón. 
 
        En relación con sus efectos sobre la regulación de la homeostasis de ABs, como 
se ha comentado en el apartado anterior, FGF19/15 se sintetiza en el íleon en 
respuesta a la absorción de ABs, tras su unión a  FXR  (para una revisión: Walters et 
al,. 2015).  
 
         FGF19/15 en suero aumenta después de las comidas. Esta elevación es mucho 
menor en los pacientes que han tenido una resección ileal o que padecen patologías 
que cursan con inflamación intestinal como la enfermedad de Crohn. También se ha 









conocido comúnmente como diarrea crónica debido a malabsorción idiopática de ABs. 
Además, el ácido obeticolico, un derivado semisintético de ABs y un agonista de FXR 
potente, estimula la producción de FGF19 lo que mejora los síntomas en estos 
pacientes. 
 
        Las acciones metabólicas de FGF19 también sugieren sus posibilidades 
terapéuticas  en trastornos producidos por obesidad,  diabetes y síndrome metabólico. 
Así, los sujetos obesos que presentan esteatosis hepática no alcohólica y/o síndrome 
metabólico, presentan niveles muy bajos de FGF19 en suero, que aumentan 
rápidamente después de la cirugía bariátrica. Es importante destacar que en colestasis 
extrahepática, el hígado humano, secreta FGF19, lo que podría tener un efecto 
autocrino beneficioso inhibiendo la actividad de CYP7A1 evitando así la acumulación de 
niveles tóxicos de ABs. 
	
2.3.3. RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES 
 
Estructura y actividad 
  
           Los glucocorticoides son hormonas producidas en la zona fascicular media de la 
corteza suprarrenal durante situaciones de estrés, como puede ser el ayuno, y ejercen 
una gran variedad de funciones metabólicas a través de su receptor, el GR (NR3C1). 
Durante el ayuno, los glucocorticoides promueven la gluconeogénesis hepática. En 
tejidos periféricos, promueven el catabolismo de aminoácidos, la lipólisis y suprimen el 
sistema inmunitario. El GR pertenece al grupo de los receptores endocrinos (Sonoda et 
al., 2008) y fue el primer NR clonado (Chrousos et Kino, 2005). 
 
        Existen dos isoformas de GR en humanos, GRα y GRβ, que son el producto de un 
mismo gen: GRα es el GR clásico que se une a glucocorticoides, mientras que GRβ, 
que no se une a estas hormonas, presenta una actividad transcripcional intrínseca que 
es independiente de GRα y ejerce un efecto inhibidor sobre la transcripción mediada por 
GRα (Kino et al., 2009; Oakley et al., 1999). 
 
        El GRα se puede enmarcar dentro de los NRs tipo I, ya que en ausencia de 









unido a las proteínas HSPs 90, 70 y 50 y a las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 (Davies 
et al., 2002; Grad et al., 2007; Pratt et al., 2004). Tras su unión a glucocorticoides, el GR 
sufre un cambio conformacional, se disocia de las HSPs, homodimeriza y se dirige al 
núcleo, donde se une a los ER a GR en el promotor de sus genes diana. 
 
        En general, se pueden distinguir seis modos de acción del GRα a nivel celular 
(Beck et al., 2009):  
 
1. El GRα entra en el núcleo, se une al ER a glucocorticoides en el promotor de algunos 
genes, e induce la expresión de los mismos. 
2. El GRα se transloca al núcleo y facilita la acción de otro u otros factores de 
transcripción.  
3. El GRα entra en el núcleo, se une al ER a glucocorticoides y reprime la expresión de 
ciertos genes.  
4. El GRα entra en el núcleo y dificulta la unión de otro u otros factores de transcripción.  
5. El GRα no entra en el núcleo, pero incrementa la actividad de una proteína en el 
citoplasma.  














Fig-I9: Estructura química del cortisol y del fármaco dexametasona. 
 
Efectos secundarios de los glucocorticoides a través de su receptor 
 
          Los análogos sintéticos de glucocorticoides se encuentran entre los fármacos 
más efectivos que se emplean de manera crónica en el tratamiento de enfermedades 
inflamatorias y autoinmunes, como artritis, asma, Crohn y otras. También se utilizan en 
terapias farmacológicas del cáncer y del trasplante de órganos. Sin embargo, su utilidad 
se ve limitada debido a sus efectos secundarios, como son la dislipemia, pérdida de 
masa muscular, osteoporosis, problemas conductuales, problemas hepáticos, 
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e incluso diabetes (Raalt et al., 2009; 
Schäcke et al., 2002). 
 
       En relación con los efectos indeseables sobre el hígado, cabe destacar el desarrollo 
de esteatosis hepática, elevación de transaminasas séricas, colelitiasis y colestasis. 
 
       Por otra parte en el síndrome de Cushing, caracterizado por el exceso de secreción 
endógena de glucocorticoides, los pacientes, además de algunos de los trastornos 
citados anteriormente, presentan un cuadro de hipercoagulabilidad debido al aumento 
de factores procoagulantes como son Factor VIII, Factor IX, Factor de von Willebrand y 









además se correlacionan de manera positiva con los niveles de glucocorticoides en 
plasma de estos pacientes (Durovcová et al., 2010), (Lu et al., 2012; Van Zaane et al., 
2009). 
 
       Pese a los efectos negativos que conlleva el tratamiento o la exposición prolongada 
a los glucocorticoides sobre la funcionalidad hepática, el uso de los mismos también 
puede presentar efectos beneficiosos en el hígado. Así, la prednisona se ha utilizado en 
el tratamiento de la hepatitis autoinmune y la budesonida (BUD) en varios desordenes 
colestáticos. Ambas reducen los niveles séricos de marcadores de daño hepático y 
mejoran las lesiones histológicas, cuando se usan en combinación con ácido 
ursodesoxicólico (AUDC) (Czaja et al., 2009; Rautiaine et al., 2005). 
 
      Por tanto, los glucocorticoides parece que pueden presentar dos tipos de efectos 
sobre el hígado, o bien beneficiosos cuando se utilizan de manera controlada y por un 
tiempo limitado en desórdenes hepáticos, o bien perjudiciales cuando se encuentran en 
niveles patológicos o son administrados de manera crónica. 
 
       En nuestro grupo de investigación hemos encontrado evidencias de que existe una 
relación, aún no sabemos si directa o indirecta, entre los glucocorticoides y la expresión 
del propio FXR hepático y de sus genes diana. Así, el tratamiento de ratas con 
dexametasona (DEX) es capaz de inducir no sólo cambios en los niveles de ABs séricos 
y en su patrón de conjugación, también de enlentecer y disminuir la capacidad de 
secretarlos lo que puede ser también en parte reflejo de una reducción en la expresión 
de las dianas de Fxr, tales como Ntcp, Cyp7a1 y Baat, lo que sugiere que tanto el 
transporte como la síntesis y la conjugación de ABs pueden verse afectados por el 














Fig-I10. Representación esquemática de la posible interacción entre los 
glucocorticoides y la vía de señalización de FXR en la regulación de la expresión de 
proteínas implicadas en la homeostasis de los ácidos biliares en hígado de rata 










































































































3.1.1. Matrial Biológico 
 
Animales    
 
Para llevar a cabo los estudios de esta Tesis Doctoral se utilizaron ratas Wistar 
macho y ratones C57BL/6 macho wild-type y knock-out para Fxr, procedentes del 
Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Salamanca (SEA). Los 
ratones knock-out para Fgf15 se utilizaron en colaboración con los Dres. D. Matias Ávila 
y D. Iker Uriarte del Centro de Investigación Médica Aplicada (CIMA), Universidad de 
Navarra. Los ratones knock-out para el receptor Gr de manera selectiva para el intestino 
se utilizaron en colaboración con los Dres. D. Fermín Sánchez de Medina y Dña. Olga 
Martínez-Augustín de la Facultad de Farmacia, Universidad de Granada. Los animales 
se mantuvieron en habitaciones con temperatura y humedad controladas y con ciclos 
establecidos cada 12 de h de luz /oscuridad.  
En todo momento los animales fueron tratados según las especificaciones de la 
"Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Institutional Animal Care and 
Use Committee Guidebook, 2º edición, 2002) y bajo los protocolos establecidos por el 
SEA, previamente aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de 
Salamanca, que se ajustan a las especificaciones de la Comunidad Europea 
(86/609/EEC, 2003/65/EC y 63/2010/UE) y la normativa española vigente para el uso y 
cuidado de animales utilizados en experimentación (RD 1201/2005, BOE 252/34367-91, 
RD 53/2013 y BOE-A-2013-1337). 
 
Líneas celulares  
 
							En el desarrollo de este trabajo se emplearó la siguiente línea celular:  
 
§ Alexander: hepatoma humano (ATCC: CRL-8024).  
3.1.2. Productos y reactivos 









§ Abbot (Madrid): pentobarbital sódico (Nembutal N.R.). 
§ Air Liquid (Valladolid): nitrógeno líquido. 
§ AppliChem (Madrid): ácido morfolino propansulfónico (MOPS), agar, formamida y 
triptona.   
§  Applied Biosystems (Madrid): reactivos para PCR cuantitativa Power SYBR Green PCR 
Master Mix y SYBR®SelectMaster Mix.  
§ BDH (Poole, Inglaterra): Sacarosa. 
§ GE Healthcare (Madrid): enzimas de restricción, reactivos para la purificación de ADN de 
reacciones enzimáticas, para el aislamiento de ADN plasmídico a partir de bacterias 
PlasmidPrep Mini Spin Kit, para el aislamiento de ARN total IIIustra RNAspin Mini 
Isolation Kit. 
§ Menarini Diagnostics: kit multiparmétrico Liver-1 consistente en tiras de bioquímica seca 
para medir parámetros indicativos de toxicidad hepática. 
§ Merck (Barcelona): acetato sódico anhidro, β-mercaptoetanol, etanol y formaldehído. 
§ Pronadisa (Hispalab S.A., Madrid): agarosa de bajo EEQ. 
§ Roche (Barcelona): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfónico (Hepes). 
§ Santa Cruz Biotechnology (EEUU): el agonista de FXR GW4064. 
§ Sigma-Aldrich Química (Madrid): suero bovino fetal,  medio de cultivo Minimum Essential 
Medium Eagle (MEM), dexametasona (DEX), prednisolona (PRED), budesonida (BUD), 
mifepristona (MFS), dimetilsulfóxido (DMSO), dodecil sulfato sódico (SDS), EDTA, 
tripsina,  mezcla de antibióticos, azul de bromofenol, ampicilina, trizma base y xileno 
cianol. 
§ ThermoFisher (Madrid): el reactivo para transfección lipofectamina LTX, los patrones de 
pesos moleculares para ADN y ARN, el kit de retrotranscripción SuperScript® VILO™ 
cDNA Synthesis Kit. 
§ VWR Internacional (Barcelona): bromuro de etidio, ácido acético. 












3.1.3. Medios instrumentales 
       Para realizar pesadas de sustancias sólidas se utilizó una balanza electrónica digital 
precisa 125A, y para pesar animales una balanza Sartorious BL 150S (Grupo Taper,  
Madrid). 
            
             Para la medida de pH se utilizó un electrodo de marca Crison micro pH 2002 
(Crison Instruments, Barcelona). 
 
El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificación 
de agua por osmosis inversa Milli-Ro 10 Plus y Milli-Q (Millipore lbérica, Madrid).  
 
Las centrifugaciones se realizaron en centrífugas refrigeradas 5417R y 5810R 
marca Eppendorf (Hucoa–Erloss, Madrid). 
 
Para la PCR analítica y la transcripción reversa (RT) se utilizó un termociclador 
modelo Eppendorf Mastercycle ep Gradient (Thermo Fisher, Madrid). La cuantificación 
de los niveles relativos de ARNm se llevó a cabo en un equipo ABI Prism 7300 
Sequence Detection  System, de Applied Biosystems.  
Las tiras de bioquímica seca para la determinación de toxicidad hepática se 
analizaron en un equipo Spotchem EZ SP-4430 de Menarini Diagnostics (Badalona). 
Para politronar las muestras de tejido se utilizó un homogeneizador PolytronTyp 
PT 10/35 kinemática GMBH (Lucerna, Suiza). 
 
          Para realizar cultivos celulares se utilizó una campana de flujo laminar vertical 
modelo Telstar AV 30-70 (Telstar, Barcelona) y una estufa New Brunswick Scientific Co. 
Inc. (Pacisa Giralt, Grupo Taper). Se utilizaron placas de cultivo de seis pocillos y 
frascos Roux de cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid) en el cultivo de 
las líneas celulares. La esterilización de las soluciones se hizo mediante filtros Sterivex 









        Para la determinación de ABs se usó un equipo de HPLC acoplado a 
espectrometría de masas en tándem (HPLC-MS/MS) 6410 Triple Quad LC/MS (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU). La columna cromatográfica de fase reversa 
Zorbax empleada era de Agilent Technologies (Madrid). Los reactivos y solventes para 
esta técnica  fueron de grado HPLC. Los estándares de ABs se adquirieron en las casas 
Steraloids y Sigma. 
 
Para la cuantificación de ADN o ARN se utilizó el espectrofotometro Nanodrop 
1000 (Thermo Fisher). 
 
  Para el crecimiento de bacterias se utilizó una estufa termostatizada a 37°C 
modelo S-20 (Selecta, Barcelona). 
 
Para la visualización de la fluorescencia de los geles de ácidos nucleicos se 
empleó el equipo de captura y análisis de imagen Fujifilm LAS-4000 (TDI, Madrid). 
 
Para la determinación de la viabilidad celular se empleó un espectrofotómetro 
ELISA ELx808 (BioTek, Alemania).  
 
Como pequeño equipamiento de laboratorio se emplearon un agitador magnético 
calefactor Selecta (DueroLab), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, EEUU) y 
micropipetas Wilson (Prosisa, Salamanca). 
 
Todo el material de vidrio utilizado procedia de Afora (Madrid). 
 
       Las muestras se conservaron en congeladores de -20°C (Zanussi), -80°C (Revco, 
















3.2.1. Modelos in vivo 
 
Estudio del efecto in vivo del tratamiento con glucocorticoides en el 
modelo de rata Wistar 
 
Para el estudio del efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre la vía de 
señalización enterohepatica de FXR, se utilizaron ratas Wistar macho de 200-300 g. Se 
les administró una suspensión de DEX, PRED o BUD en aceite de maíz,  a una dosis de 
50 mg/kg p.c. El tratamiento se llevó a cabo durante 4 días y la vía de administración 
fue intraperitoneal (i.p.). Se siguió el mismo procedimiento con ratas control a las que 
solo se les inyectó el vehículo. En otra serie de experimentos se realizaron tratamientos 
con dosis crecientes de  DEX: 0.5, 1 y  5  mg/kg p.c. durante 7 días. El tratamiento se 
realizó utilizando DMSO como cosolvente y a las ratas control se les inyectó solución 
salina i.p. con la máxima concentración de DMSO utilizada para la preparación de la 
suspensión de DEX (DMSO <0.1%). 
Finalizado el tratamiento, las ratas se anestesiaron con pentobarbital sódico i.p. 
con una dosis de 50 mg/kg p.c. Se practicó una laparotomía ventral media y se procedió 
a la recogida de bilis, sangre, hígado e intestino. 
 
Las muestras de bilis se obtuvieron mediante canulación del conducto biliar. Se 
recogió bilis durante 30 min en viales previamente tarados y el volumen se calculó al 
considerar la densidad relativa de la bilis aproximadamente igual a 1 g/ml (Klaassen et 
al., 1974). 
 
La sangre se recogió por venopunción de la vena cava y se utilizó para analizar 
los ABs en suero y para realizar los estudios de toxicidad hepática utilizando reactivos 
de química seca. 
 
Las muestras de hígado e íleon se lavaron en solución salina y se embebieron en 
RNAlater o se congelaron en nitrógeno líquido. Las muestras se almacenaron a -80°C 









Estudio del efecto in vivo del tratamiento con glucocorticoides en el 
modelo de ratón  
 
Para el estudio del efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre la vía de 
señalización de FXR, se utilizaron ratones machos (C57BL/6) de 25-30g. Se les 
administró una suspensión de DEX, PRED o BUD en solución salina utilizando como 
cosolvente DMSO, en diferentes dosis comprendidas entre 0 y 5.0 mg/kg p.c. El 
tratamiento se llevó a cabo durante 7 días y la vía de administración fue i.p. Se siguió el 
mismo procedimiento con los ratones del grupo control a los que solo se les inyectó  
solución salina con DMSO <0.1%. 
Finalizado el tratamiento, los ratones se anestesiaron con pentobarbital sódico vía 
i.p. con una dosis de 50 mg/kg p.c. Se les practicó una laparotomia ventral media y se 
procedió a la recogida de bilis, sangre, hígado e intestino. 
 
 
3.2.2. Modelos in vitro 
     
Experimentos con líneas celulares 
      
      El medio de cultivo estéril para la línea celular Alexander, fue MEM suplementado 
con L-glutamina, bicarbonato sódico y piruvato sódico. Al medio se le añadió suero 
bovino fetal inactivado al 10% (v/v). La inactivación del suero se realizó a 56oC durante 
30 min. También se añadió una mezcla de antibióticos y antimicóticos al 1% que 
contenía: penicilina (20 U/ml), estreptomicina (0.02 mg/ml) y anfotericina B (0.05 µg/ml). 
       
        Tanto al recibir las células del proveedor como al recuperarlas del N2 líquido en el 
que se conservaban por periodos largos de tiempo, la descongelación de los criotubos 
se hizo en condiciones de esterilidad en un baño a 37oC. Una vez descongeladas, se 
centrifugaron a 250 xg durante 10 min. El precipitado se resuspendió en el medio de 
cultivo indicado anteriormente y se pasó a frascos Roux de cultivo de superficie 25 cm2 
que se introdujeron en la estufa a 37oC, en atmósfera del 5% de CO2 en aire y humedad 
relativa del 80%. 









       El crecimiento de las células se produjo tras la adhesión a la superficie de la placa o 
frasco de cultivo. Una vez confluente el cultivo se realizó una tripsinización (siguiendo 
las instrucciones del proveedor) para desprender las células de la placa de cultivo, y así, 
poder realizar los pases, sembrar las placas para los distintos tipos de experimentos o 
bien congelar alícuotas para su almacenamiento. 
 
 
Estudio del efecto de los glucocorticoides en líneas celulares 
 
        En estos estudios se emplearon células Alexander cotransfectadas con 
construcciones que contenían el ORF de FXRα1 o de RXR, obtenidas en nuestro 
laboratorio por el Dr. Javier Vaquero utilizando la tecnologia Gateway (Vaquero et al., 
2013). El medio de cultivo se sustituyó por otro que contenía 20 μM de DEX o PRED 48 
h después de la siembra y 24 h después de la transfección utilizado lipofectamina. 
Transcurridas otras 24 h, se añadió la cantidad correspondiente de GW4064 y MFS 
para alcanzar una concentración final de 1 μM y 40 μM respectivamente. Pasadas otras 
24 h las placas se lavaron con PBS estéril y se procedió a tripsinizar las células para 
posteriormente aislar el ARN utilizando el kit comercial IIIustra RNAspin Mini Isolation 
(GE Healthcare). 
          
        Para determinar la posible toxicidad de los compuestos ensayados, se realizó un 
ensayo de viabilidad celular en presencia de dosis crecientes de cada compuesto (de 0 
a 100 μM). Para ello, las células Alexander se sembraron a una densidad de 15000 
células/pocillo en placas de 96 pocillos (100 μl/pocillo). A las 24 h se sustituyó el medio 
de cultivo por medio que contenía el compuesto de interés a la concentración deseada. 
La viabilidad celular se determinó mediante test de formazán, después de 24-48 h de 




















3.2.3. Metodos de Biología Molecular 
 
Cuantificación de ARNm por RT-PCR cuantitativa 
 
Para determinar los niveles de expresión de genes se utilizó una variante de la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al,. 1986). La PCR 
cuantitativa (RT-QPCR) se realizó en el termociclador ABI Prism 7300 (Applied 
Biosystem) utilizando SYBR Green I como flurocromo. Para la cuantificación relativa del 
producto se determinó el ciclo umbral o cycle threshold (Ct) durante la fase exponencial 
del proceso. Los resultados se calcularon mediante de la fórmula de 2-ΔΔCt. 
Extracción de ARN total 
 
Para extraer el ARN total a partir de homogenados de tejido se utilizo el kit 
comercial Illustra RNAspin mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare) siguiendo las 





















Transcripción reversa (RT)  
Para sintetizar el ADNc, se realizó una RT con 2 µg del ARN total extraído,  
utilizando el método comercial SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). 
 
Diseño de cebadores  
        Los cebadores o “primers” específicos para el ADNc codificante de cada una de 
las proteinas a estudiar se diseñaron con el programa “Primer Express” y su 





 Tabla MM-1. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes humanos por RT-QPCR  
  Proteina/Gen                Cebador Forward(5’-3’)                       Cebador Reverse (5’-3’)                   Amplicón(pb)    Nº de Acceso  
  
  GAPDH(GAPDH)      GGAGTCAACGGATTTGGTCGTA            AATTTGCCATGGGTGGAATCA            149     NM_002046 
 
  FXR(NR1H4)          TCTCCTGGGTCGCCTGACT                     ACTGCACGTCCCAGATTTCAC              122      NM_005123 
 
  GR(NR3C1)           CTAATGGCTATTCAAGCCCCAGCAT         GTGCTGTCCTTCCACTGCTCTT            191     NM_000176 
 
  FGF21(FGF21)      TGACCAGAGCCCCGAAAGTCT                 CAGGGTCAAAGTGGAGCGATCCATA   137     NM_019113 
  
  FGF19 (FGF19)      GCGCACAGTTTGCTGGAGATCA              AGTCTTCCTCCGAGTACTGAAGCAG   134     NM_005117 
   
  BSEP(ABCB11)       ACATGCTTGCGAGGACCTTTA                GGAGGTTCGTGCACCAGGTA               106     NM_003742 
  
 CYP27A1(CYP27A1)  ACTGCACCAGTTACAGGTGCTTTACA   CCATGTCGTTCCGTACTGGGTACT       152   NM_000784                       
 
 SHP(NR0B2)             GGCTTCAATGCTGTCTGGAGT           CCCTTTCAGGCAGGCATATT                 52   NM_021969 
    


















Tabla MM-2. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de rata por RT-QPCR  	
 Proteina/Gen                 Cebador Forward(5’-3’)                        Cebador Revers(5’-3’)                  Amplicón(pb)     Nº de Acceso 
  
Gapdh(Gapdh)         GTGCAGTGCCAGCCTCGT                  GCCACTGCAAATGGCAGC                   102        NM_017008 
 
 Fxr (Nr1h4)               GAAAGAGCGGCATCTCCGA               TGCTGTGAGCAGAGCGTACTCTT        104        NM_021745 
 
 Gr (Nr3c1)                 GGGTACTCAAGCCCTGGAATGAGA   AGCACCCCGTAATGACATCCTGAA     131        NM_012576 
  
 Cyp7A1(Cyp7a1)      GCTTTACAGAGTGCTGGCCAA          CTGTCTAGTACCGGCAGGTCATT          92        NM_012942 
 
 Cyp27A1(Cyp27a1) CCTTTGGGACTCGCACCA                  GCCCTCCTGTCTCATCACTTG               70        NM_73231 
 
 Fgf21 (Fgf21)    GTCCGACAGAGGTATCTCTACACAGATGA  GAGCTCCAGGAGACTTTCTGGACT   120       NM_1307521 
 
 Asbt (Slc10a2)         GCTTCTGTGGACTTGGCCATT    									TCCAGAAGCTTTCTTCTTTTGCCT      119      NM_017222	
 
 Fgf15 (Fgf15)            GGAGGACCAGAACGAACGAAATCTGT  CCGAGTAGCGAATCAGCCCGTATA   137      NM_130753  
 
 Ostα(Ostalpha)        GCTGCCCACCCCTCATACTT                GATGCCATCAGGAATGAGAAACA          22      NM_221376 
 
 Ostβ(Ostbeta)         AGAAACCAGGGCCGCTCTA                TCCTTCTGCACTGTGGTCCAT                 104      NM_238546  
  











Tabla MM-3. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de raton por RT   
QPCR  
Proteina/Gen              Cebador Forward (5’-3’)                  Cebador Reverse (5’-3’)                     Amplicón(pb)    Nº de Acceso 
 
 Gapdh   (Gapdh)  CAGGGCTGCCATTTGCAG               CTGTGCCGTTGAATTTGCC                   122      NM_008084 
 
 Fxr (Nr1h4)        TGAGGGCTGCAAAGGTTTCTTCC     TACATGTCCATCACGCAGTTGCC           90      NM_009108 
 
 Gr (Nr3c1)          GAGCAGTGGAAGGACAGCACA        GAGCTTCCAGGTTCATTCCAGCTT        123       NM_0081733 
 
 Fgf21 (Fgf21)    GTCCGGCAGAGGTACCTCTACA        GAGCTCCAGGAGACTTTCTGGACT      118       NM_0200134 
 
 Fgf15 (Fgf15)    ATGTCTCCAACTGCTTCCTCCGAAT    CCGAGTAGCGAATCAGCCCGTATA     189      NM_008003 
 
 Fgfr4 (Fgfr4)      TCTACCCACAGCAAGCACCCTA           CGCAGCCGAATGCCTCCAATA             110     NM_008011  
 
 Fgfr1 (Fgfr1)      CTCGAGACCCCATCAGGATCTGAA     GCCTTCGCAAGCTGACTCTCA             134      NM_010206.3 
  
 Bsep (Abcb11)  TGACTTTCCACAGTGGCGTCT             ATGGTGTCTGCAATCTTCACTCA           87       NM_021022 
 
 Cyp7a1 (Cyp7a1)  AGCTCTGGAGGGAATGCCAT         GAGCCGCAGAGCCTCCTT                      90       NM_007824 
 
 Cyp27a1 (Cyp27a1) CATCTGCGTCAGGCTTTGAA        AGCCGGGTGATAAAGTCACTGATA      101      NM_024264 
 
 Baat (Baat)      GTTCCTGAGGGTTGCTGTAAAACTACTGTT     GACCTGGATGTGCACAGGCT    141      NM_007519.3 
 
 Ntcp (Slc10a1)  GGCCACAGACACTGCGCT                 AGTGAGCCTTGATCTTGCTGAACT           101     NM_011387 
     
 Asbt (Slc10a2)  TTGCACAGCACAAGCAGTGA            TGCATTGAAGTTGCTCTCAGGT                103      NM_011388 
 
 Shp (Nr0b2)      CCTCTTCAACCCAGATGTGCCA         TACCAGAAGGGTGCCTGGAATGTT          181     NM_011850 
  
 Ostα (Ostalpha)   TTTGCTCTGTTCCAGGTGCTT         GATCTGCCCACT GTTAGCCAA                 81       NM_145932 
 
 Ostβ (Ostbeta)   GATGCGGCTCCTTGGAATTA            TTCGATTTCTGTTTGCCAGGAT               103       NM_178933  
       
Pxr (Nr112)       CTGCTCACAGGTTCCTGTTCCT        CACTCAGCCATCTGTGCTGCTAAA            158       NM_010936 
 










Tabla MM-3. Cebadores utilizados para cuantificar los niveles de expresión de genes de raton por RT-
QPCR  
Proteina/Gen                Cebador Forward (5’-3’)               Cebador Reverse (5’-3’)                   Amplicón(pb)       Nº de Acceso 
 
β –Klotho(Klb)   AGGTATGCATGCACCAGGAGAGAA   CACTTTCGAATGTGCCTTGATCAGGTT     85     NM_0311802 
 
Pepck(Pck1)      GAAGTTCGTGGAAGGCAATGCTCA     TGAGAGCCAGCCAACAGTTGTCATA       155    NM_011044.2 
 
Mrp2(Abcc2)     TCTAGAGACGGATAGCCTCATTCA CCTGTCTAGGACCATTACCTTGT     125     NM-013806 
 
Hnf4α(Hnf4alpha)   CCAGCCTACACCACCCTGGAGTT       TTCCTCACGCTCCTCCTGAA               207     NM_008261 
 






































Cuantificación de los resultados 
 
Se utilizó la expresión de un gen endógeno como elemento normalizador, de 
forma que la relación entre el Ct del gen diana y el Ct del gen control endógeno se 
utilizó como un valor de Ct normalizado del gen diana. Este valor sirve para normalizar 
la cantidad de ADNc añadido a la reacción y corregir variaciones en la cantidad de ARN 
de partida en la muestra. Para poder comparar los resultados entre diferentes análisis, 
se utilizó una muestra de ADN que se usó como calibrador, al que se le otorgó el valor 1 
ó 100% de expresión del gen interés o gen diana. La cantidad de ADN diana, 
normalizada frente al control endógeno y relativa al calibrador/muestra control, se 
calculó mediante: 2-ΔΔCt. Para conseguir este valor fue necesario realizar los siguientes 
cálculos: 
1- Calcular el Ct promedio de cada muestra para cada una de las dianas y del 
control endógeno (en cada placa se dispone cada muestra por duplicado). 
2- Calcular ΔCt como Ct diana – Ct control endógeno. 
3- Calcular ΔΔCt como ΔCt muestra – ΔCt calibrador. 
 
3.2.4. Otras técnicas de Biología Molecular 
Transformación de bacterias competentes mediante choque térmico 
          Para obtener los plasmidos utilizados en los estudios de transfección se 
emplearon bacterias DH5α competentes proporcionadas por el departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular de la universidad de Salamanca. Sobre la suspensión 
de bacterias competentes se añadieron 5 ng del plásmido correspondiente. La mezcla 
se incubó sobre hielo durante 30 min. Para facilitar la internalización de los plásmidos 
se sometieron las bacterias a un choque térmico: para lo cual se incubaron en un baño 
a 42oC durante 2 min e inmediatamente se enfriaron sobre hielo durante 2 min. Se 











Para seleccionar las bacterias transformadas, se sembraron en placas de Luria-Bertani 
(LB)-agar suplementadas con ampicilina y se incubaron a 37oC durante 12 h. Se 
seleccionaron las colonias bien definidas y aisladas. 
 
Obtención y purificación del ADN plasmídico de bacterias transformadas 
 
        Para purificar el ADN plasmídico se utilizó el kit comercial PlasmidPrep Mini Spin 
Kit (GE Healthcare) que se basa en aplicar el lisado de bacterias transformantes, 
obtenido en condiciones alcalinas, sobre una columna constituida por una resina de 
intercambio iónico. A continuación se realizan lavados sucesivos para eliminar las 
endonucleasas y las sales. Finalmente, el ADN plasmídico se eluye de las columnas, en 




Geles de agarosa para electroforesis 
 
Geles de agarosa desnaturalizantes  
 
 
§ Tampón MOPS 10x: MOPS 0.2 M, acetato sódico anhidro 80 mM, EDTA 
10 mM,  pH 7.0. 
§ Solución de carga desnaturalizante: formamida 95% (p/v), azul de 
bromofenol 0.025% (p/v), xileno cianol 0.025% (p/v), EDTA 18 mM y SDS 
0.025% (p/v). 
 
Para la preparación del gel se pesó la cantidad de agarosa adecuada para 
alcanzar la concentración del 1% (p/v) y se disolvió en agua ultrapura. Para facilitar la 
disolución, la mezcla se calentó hasta ebullición y se mantuvo en agitación constante. 
Seguidamente, se añadió el tampón MOPS 10x (10% v/v) y formaldehído (18% v/v). 
Cuando la solución se enfrió hasta unos 50oC, se depositó sobre un molde y se colocó el 
peine adecuado al número de muestras del que se disponía. Una vez polimerizada la 
agarosa, el gel se colocó en la cubeta de electroforesis que contenía el tampón de 
electroforesis MOPS 1x. Las muestras y el marcador de tamaños moleculares de ARN 









contenía bromuro de etidio al 0.008% y se calentaron a 75oC durante 10 min. Antes de 
cargar las muestras, el gel se sometió a una corriente de 50 V para limpiar las calles, y 
posteriormente el gel se visualizó bajo luz UV. 
 
      Todo el material utilizado en la realización de los geles fue convenientemente 
tratado para eliminar las ARNasas y evitar así la degradación del ARN. 
 
Geles de agarosa no desnaturalizantes 
 
§ Tampón TAE: trizma base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM, 
pH 8. 
§ Solución de carga no desnaturalizante: sacarosa 40% (p/v), azul de 
bromofenol 0.25% (p/v), xileno cianol 0.25% (p/v). 
           
        Para la preparación del gel se pesó la cantidad de agarosa necesaria y se disolvió 
en TAE para alcanzar el 1%. Para disolver la agarosa, la mezcla se calentó hasta 
ebullición. Se añadió a continuación SYBR Green I (SYBR Safe, Invitrogen) para 
visualizar el ADN. Una vez que la agarosa hubo polimerizado en un molde con el peine 
adecuado, el gel se colocó en la cubeta de electroforesis con tampón TAE. Las 
muestras se mezclaron con 0.1 volúmenes de solución de carga antes de depositarse 
en el gel. Como patrón de tamaños moleculares de ADN se empleó el  estándar de 1 
kb. Se conectó la cubeta a una fuente eléctrica a una velocidad constante de 80 V. 
Posteriormente las bandas del gel se visualizaron en el equipo de captura y análisis de 
imagen Fujifilm LAS-4000. 
 
3.2.5. Metodos de análisis 
 
Determinación de la viabilidad celular (Test de Formazán) 
 
El test de formazán es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el 
número de células vivas en ensayos de proliferación o quimiosensibilidad celular. El 
formazán, soluble en medios acuosos, se forma a partir de sales de tetrazolio (MTT) por 









(Marshall et al., 1995). Se puede cuantificar espectrofotométricamente la cantidad de 
formazán producido ya que es un compuesto que absorbe a 490 nm. Dicha cantidad es 
proporcional al número de células vivas. Transcurrido el período experimental, se retiró 
el medio de cultivo con los compuestos objeto de estudio y las células se incubaron 
durante 4 h en presencia de MTT a 37oC, en una estufa con atmósfera del 5% CO2 y 
humedad relativa del 80%. Transcurrido este tiempo se añadió la solución de lisis y 
solubilización (10% SDS en 0.01 M de HCl) y las placas se incubaron en la estufa a 
37oC durante 12 h. Finalmente se determinó la absorbancia del MTT en el sobrenadante 
por espectrofotometría en un lector de ELISA. 
 
Determinación de ácidos biliares por HPLC-MS/MS 
 
Previo a su análisis por HPLC-MS/MS se extrajeron y concentraron los ABs del 
suero obtenido de los experimentos in vivo, para lo que se realizó una extracción sólido-
líquido en cartuchos Sep-Pak con relleno de octadecilsilano (C18). Los cartuchos Sep-
Pak Plus C18 fueron suministrados por Waters (Madrid). 
 
Preparación de las muestras de suero 
 
Tras diluir el plasma 1:4 (v/v) con NH4HCO3 0.4 M, se añadió la cantidad 
adecuada de ácido nordesoxicólico (norDCA) en metanol, que se utilizó como estándar 
interno. A continuación la mezcla se calentó a 65oC durante 2 h y, posteriormente, se 
centrifugó 10 min a 3500 rpm. El sobrenadante resultante se aplicó al cartucho. 
 
Preparación de las muestras de bilis 
 
Debido a la naturaleza pobre en proteínas de la bilis y a su elevada 
concentración de ABs, las muestras de bilis se diluyeron directamente en metanol a la 















Extracción sólido-líquido en cartuchos Sep-Pak con relleno C18 
 
Antes de iniciar el procedimiento, el cartucho se activó con 5 ml de metanol 
seguidos de 5 ml de agua destilada. Una vez activado, se aplicó lentamente la muestra 
en caliente. A continuación, se lavó el cartucho aplicando sobre el mismo de manera 
sucesiva 10 ml de agua destilada, 3 ml de acetona al 10% en agua y 10 ml de agua 
destilada. Posteriormente, se extrajeron los ABs retenidos en el cartucho aplicando 
lentamente 5 ml de metanol, que se evaporó bajo corriente de aire hasta sequedad. 
 
Análisis de ácidos biliares por HPLC-MS/MS 
 
El método utilizado para el análisis de ABs fue una modificación del descrito por 
Ye y colaboradores (Ye et al., 2007). Para la separación cromatográfica se empleó una 
columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 μm, 
termostatizada a 35oC. Se utilizó un método de elución en gradiente usando como fase 
móvil una mezcla de metanol y agua, conteniendo ambos 5 mM de acetato amónico y 
0.01% de ácido fórmico, pH 4.6. Se comenzó a trabajar con 80:20 de metanol/agua y se 
fue incrementando la concentración de metanol en la mezcla hasta el 97%, de manera 
lineal durante 9 min, para retornar a la proporción inicial en 1 min y mantenerla durante 
los últimos 5 min del análisis. El flujo de trabajo fue de 0.5 ml/min. La determinación de 
los ABs en el triple cuadrupolo se llevó a cabo utilizando ionización negativa, para 
obtener los aniones moleculares de cada una de las especies moleculares analizadas. 
Las condiciones de trabajo para la fuente iónica fueron: temperatura del gas (N2) 350oC, 
flujo del gas 8 ml/min, presión del nebulizador 10 psi, voltaje 2.500 V. Se empleó el 
modo de trabajo MRM siguiendo la transición específica de cada uno de los iones 
precursores (ión molecular  H+) a los respectivos iones producto resultantes, que fueron 
los siguientes: 
 
§ ABs tauroconjugados: ión producto 80.2 m/z, correspondiente al grupo SO3- de la 
taurina 










§ ABs libres: se siguió la transición de ión molecular a ión molecular, (por ejemplo, 
AC de 407.4 m/z a 407.4 m/z), ya que como han descrito otros autores, con este 
método no es posible fragmentar el ión molecular (Ye et al., 2007).  
§ Estándar interno: norDCA, transición de 377 m/z a 331.3 m/z. 
 
Las muestras se reconstituyeron en 200 μl de metanol y se centrifugaron durante 
30 segundos a 18000 xg antes de su inyección en el cromatógrafo. El volumen de 
inyección fue de 2 μl. Se construyeron rectas patrón para cada una de las especies 
moleculares de ABs mediante inyección de soluciones metanólicas con concentraciones 
de cada AB entre 0.1 y 25 μM. Se corrigió la concentración de cada AB calculada a 
partir de su recta patrón por la recuperación obtenida para el estándar interno norDCA. 
 
Medida del perfil hepático mediante tiras reactivas de química seca 
 
										Esta determinación se lleva a cabo utilizando el equipo Spotchem EZ, que precisa 
de una calibración mediante la tarjeta correspondiente a la tira reactiva que se quiere 
determinar. En el caso de la determinación del perfil hepático la tira está compueta por 
una zona de test multicapa para realizar una espectrometría de reflexión (Liver-1, A. 
Menarini, panel de perfil hepático para química seca). Se lleva a cabo una 
determinación cuantitativa de LDH, AST, ALT, albúmina, proteína total y bilirrubina total 
en muestras de suero o plasma. La valoración de los resultados se lleva a cabo 
mediante comparación con los valores normales de referencia que son (a 37ºC): LDH 




3.2.6. Análisis estadístico 
 
        Para la expresión de los resultados se ha calculado la media y el error estándar de 
la media (EEM). Tras llevar a cabo un ANOVA, para calcular la significación estadística 
de las diferencias entre medias se utilizó el test de la t de Student, el test de valores 


























































































4.1. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN ENTEROHEPÁTICA FXR/FGF15 EN RATA 
4.1.1. Efecto sobre los genes involucrados en la homeostasis de ABs a 
nivel intestinal 
         En diferentes modelos in vitro e in vivo se ha demostrado que los glucocorticoides 
pueden modular la síntesis de ABs a través de la regulación de las enzimas clave de su 
síntesis, tanto de la vía neutra (CYP7A1) como de la vía ácida (CYP27A1) (Vlahcevic et 
al., 1996). También se ha demostrado que la expresión de los transportadores 
principales de ABs, NTCP en el hepatocito (Eloranta et al., 2006: Rose et al., 2011) o 
ASBT en el ileocito (Jung et al., 2004: Out et al., 2014) involucrados en su tráfico a 
través de los diferentes tejidos que componen el circuito enterohepático, podría estar 
regulada por glucocorticoides a través de su receptor GR.  
 
        En un trabajo previo de nuestro grupo (Rosales et al., 2013) el tratamiento de ratas 
con DEX (50 mg/kg p.c.) durante 4 días, fue capaz no sólo de inducir cambios en los 
niveles de ABs séricos y en su patrón de conjugación, sino también de enlentecer y 
disminuir la capacidad de secretarlos, lo que podría ser en parte el reflejo de una 
reducción en la expresión de genes diana de Fxr, tales como Ntcp, Cyp7a1 y Baat. En 
conjunto, estos resultados llevaron a pensar que tanto el transporte, como la síntesis y 
la conjugación de ABs podrían verse afectados por el tratamiento con glucocorticoides 
(Rosales et al., 2013).   
 
         Así pues, teniendo en cuenta las evidencias anteriormente mencionadas, que 
indican que los glucocorticoides pueden interaccionar con la ruta que regula la 
homeostasis de ABs a nivel hepático, ya sea de forma directa a través de los genes de 
su metabolismo y transporte, o indirectamente por su interacción con su sensor FXR u 
otros factores nucleares (Rosales et al., 2013; Patel et al., 2011), se planteó la 
posiblidad de que estos esteroides también interaccionasen con la señalización 
mediada por la vía FXR/FGF19 a nivel intestinal, que se considera encargada de 










       Por tanto, se propuso como primer objetivo de este trabajo el estudiar las 
repercusiones a nivel intestinal del tratamiento con glucocorticodes sobre los genes 
implicados en la homeostasis de los ABs. Para ello, se analizaron sus niveles de 
expresión en íleon de ratas tratadas con glucocorticoides (DEX, PRED y BUD) 50 mg/kg 
p.c. durante 4 días. Los resultados más relevantes se recogen en la Tabla-R1. A 
diferencia de lo que ocurría en el hígado (Rosales et al., 2013), en el intestino no se 
observaron cambios significativos en los niveles de ARNm de Fxr, ni Gr. Tampoco se 
observaron cambios en la expresión de los componentes del dímero Ostα/Ostβ, 
regulados directamente por Fxr. 
 
       Sin embargo, para otras dianas directas de Fxr, como Ibabp y Shp, se observaron 
modificaciones en la abundancia de ARNm en respuesta al tratamiento con DEX o BUD, 
pero no con PRED. Estudios realizados por otros autores en ratas sugieren que los 
glucocorticoides pueden influir en la expresión y maduración de Ibabp en neonatos de 
esta especie (Hwang et Henning, 2001). En el trabajo realizado por nuestro grupo con 
anterioridad también habiamos observado modificaciones en los niveles de expresión 
hepática de Shp, sin embargo eran en sentido contrario al que hemos descrito ahora en 
íleon de rata. Así, por una parte se producía una reducción de Shp en hígado de rata en 
respuesta al tratamiento con glucocorticoides. Además, este efecto sobre la expresión 
de Shp presentaba un componente independiente de FXR, ya que también se 
observaba en el modelo in vitro con células Alexander de hepatoma humano que 










Tabla-R1. Efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre los niveles de expresión de genes 




Tabla-R1. Niveles relativos de ARNm determinados mediante RT-QPCR en íleon de rata tratadas con el glucocorticoide 
indicado (50 mg/kg p.c.) durante 4 días. Los valores se expresan como porcentajes respecto al grupo Control (ratas 
tratadas con solución salina), y son medias±EEM de 8 animales por grupo. Los resultados se normalizaron usando Gapdh, 
ap <0.05 y, bp <0.01 en comparación con el grupo Control mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Ct, 




   Proteína 
 
      ∆Ct 
 
       Abundancia de ARNm (% del grupo control ) 
  
Control Dexametasona Prednisolona Budesonida 
 
Factores de crecimiento 
Receptores 
Nucleares 
Fgf15 29.2±0.9 468±116a 101±54 1547±51a 
Fxr 18.7±0.1 131±10 116±7 134±10 
Shp 27.6±0.7 287±57a 50±7 363±116a 
Gr 20.9±0.1 80±7 103±13 111±18 
 
Transportadores 
Asbt 17.7±0.2 126±9 174±9a 143±17a 
Ostα 15.4±0.1 99±6 115±7 118±11 
Ostβ 15.8±0.1 101±6 121±7 109±10 









       En relación con los resultados obtenidos para el transportador apical de ABs, 
Asbt, éste aumentó sus niveles de expresión en respuesta todos los 
glucocorticoides, pero de manera significativa sólo en ratas tratadas con PRED o 
BUD. Se ha demostrado que la expresión basal de Asbt en rata podría no 
encontrarse regulada por Fxr, al contrario de lo que ocurre en el ratón, donde se 
regula por la vía Fxr/Shp/Lrh-1 (Nowicki et al., 1997). Sin embargo tanto en rata 
(Nowicki et al., 1997), ratón (Out et al., 2014) y humano (Jung et al., 2004), se ha 
observado que los tratamientos con glucocorticoides, pueden modificar los niveles 
de ARNm de ASBT/Asbt lo que sugiere un posible papel del GR/Gr en su regulación 
(para una revisión ver: Kosters et Karpen, 2008).  
 
          Por otra parte, el péptido FGF19/Fgf15 es sintetizado por el ileocito en 
respuesta a la activación de FXR/Fxr por ABs. Se trata de una hormona secretada a 
la sangre portal que alcanza a los hepatocitos donde ejerce un efecto represor de la 
síntesis de la enzima clave CYP7A1/Cyp7a1, constituyendo un mecanismo de 
protección frente a la acumulación en el organismo de ABs (Inagaki et al., 2005; 
Song et al., 2009). En la Tabla-R1 se puede observar que los niveles ileales de 
ARNm correspondiente a Fgf15 aumentaron considerablemente en respuesta a DEX 
y BUD, lo que concuerda con la represión de Cyp7a1 en presencia de estos dos 
glucocortides en este modelo (Rosales et al., 2013). Sin embargo, aunque otros 
autores han descrito una implicación de FGF19/Fgf15 en la regulación de 
ASBT/Asbt de forma directa, o bien a través de c-Fos (Out et al., 2014; Sinha et al., 
2008), la magnitud de la sobreexpresión de Fgf15 en ileon de rata en respuesta a 
DEX, PRED y BUD, no concordaba con el cambio de expresión de Asbt que se 
encontró en estas muestras. 
 
4.1.2. Toxicidad hepática de los tratamientos con glucocorticoides  
 
										A la vista de estos resultados, consultamos las fuentes bibliográficas, y 
encontramos que existían sólo dos trabajos publicados en los que se había 
analizado el efecto de los glucocorticoides sobre la homeostasis de los ABs a través 
de la via de señalización de FXR (Out et al., 2014; Lu et al., 2012). Ambos utilizaban 
un modelo de ratón C57BL/6 wild-type y/o knock-out para Fxr, a los que trataban con 
este tipo de fármacos a menos dosis de las utilizadas por nosotros aunque durante 
más tiempo. Los datos de uno de estos trabajos (Out et al., 2014), mostraban que 









nuestros resultados, experimentaban un descenso de Fgf15, en ausencia de 
cambios en el ARNm de Shp intestinal. En el otro trabajo publicado (Lu et al., 2012), 
en ausencia de datos sobre los niveles de Fgf15, el tratamiento con DEX era capaz 
de inducir la sobreexpresión de Cyp7a1, lo que no concordaba con lo observado en 
nuestro laboratorio (Rosales et al., 2013). Debido a las contradicciones entre los 
diferentes trabajos decidimos investigar si la variabilidad en el efecto de los 
glucocorticoides sobre la vía de señalización intestinal Fxr/Fgf15 se debía a 
artefactos relacionados con un efecto dosis-dependiente, o si era fármaco- o 
especie-específico. 
 
							Además, como en el trabajo de Lu y colaboradores (Lu et al., 2012), se 
observaba toxicidad hepática a una dosis de 1 mg/kg p.c./día de DEX, como sugería 
el aumento de ALT, bilirrubina e infiltración de macrófagos, se decidió determinar el 
rango en el que la DEX no inducía toxicidad hepática. Para ello se trataron ratas con 
distintas dosis de DEX durante 7 días. 
 
        Los resultados se recogen en la Fig-R1. Se observó como la dosis de 1 mg/kg 
p.c. administrada durante 7 días elevaba los niveles séricos de las transaminasas 
ALT y AST. Sin embargo, la dosis inferior de 0.5 mg/kg p.c. no producía cambios 
significativos en estos marcadores de daño hepático. Estos cambios se 
acompañaban de una elevación de los ABs totales en suero, que no se observó a la 
dosis más altas (5 mg/kg p.c.) a pesar de que estos presentaban niveles séricos de 









Fig-R1. Análisis de las enzimas hepáticas AST, ALT y los ácidos biliares totales en 
suero de ratas control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona, i.p. durante 
7 dias. Los valores se expresan como media±EEM (n=4 por grupo). *p <0.05 y 
**p<0.01 en comparación con el grupo control mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. 
 
       En la Tabla-R2 se resumen los cambios encontrados en la bilirrubina, proteínas 
totales y albúmina sérica en estas ratas. Se puede observar como a dosis iguales o 
superiores a 0.5 mg/kg p.c. hay un aumento significativo de la albúmina y las 
proteínas totales, pero no de la bilirrubina, lo que ya ha sido descrito con 
anterioridad y que podría ser debido a una respuesta adaptativa al tratamiento con 
glucocorticoides (Savary et al., 2001). 
 
 
              Por otra parte, hemos observado en estas ratas que el tratamiento con dosis 
altas de glucocorticoide produce hepatomegalia y disminución del peso corporal, lo 
que se traduce en que la relación peso de hígado/peso corporal aumentaba de 
manera significativa a medida que subiamos la dosis de DEX (Fig-R2). Esto podría 
traducirse en un aumento de la función hepática global, lo que justificaría la ausencia 
de hipercolanemia e hiperbilirrubinemia en animales tratados con la dosis más alta 











Tabla-R2. Efecto de los glucocorticoides sobre los parámetros de 
funcionalidad hepática en rata 
 
Tabla-R2. Análisis de albumina, bilirrubina total y proteínas totales en el suero de 
ratas control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona, i.p. durante 7 días. 
Los valores se expresan como media±EEM de 4 animales en cada grupo, ap <0.05 y 
bp<0.01 en comparación con el grupo control mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. 
 
 
Fig-R2. Ganancia de peso corporal durante 7 días de tratamiento (A), peso total del 
hígado al final del periodo experimental (B) y relación peso hígado/peso corporal (C) 
en ratas control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona, i.p. durante 7 
días. Los valores se expresan como media±EEM (n=4 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 
y ***p<0.001 comparadas con el grupo control mediante el test de comparaciones 












4.1.3. Efecto de la DEX sobre la vía de señalización enterohepática 
Fxr/Fgf15/Fgf21 
 
              En estas condiciones experimentales se analizaron los niveles de expresión de 
los genes implicados en el metabolismo de ABs a nivel enterohepático. Se observó 
que los niveles del ARNm de Fgf15 en íleon se reducían significativamente de forma 
dosis-dependiente a partir de 0.5 mg/kg p.c. y hasta la dosis más alta ensayada, es 
decir, 5 mg/kg p.c. (Fig-R3), lo que concuerda con el trabajo de Out y colaboradores 
(Out et al., 2014), en el que además se observó que al igual que ocurría en nuestra 
muestras, los niveles del ARNm de Asbt se incrementaban durante el tratamiento 
con DEX (Out et al., 2014) (Fig-R4). Sin embargo, al contrario de lo descrito por 
estos autores, pese a la marcada disminución de la expresión de Fgf15, los niveles 
de ARNm de Cyp7a1 también mostraron una tendencia a disminuir de manera 
dosis-dependente (Fig-R5), incluso a dosis no hepatotóxicas. 
 
  Fig-R3. Niveles de ARNm de Fgf15 determinados por RT-QPCR en íleon de rata 
control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona durante 7 días. Los 
resultados se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador 
(ARNm de íleon de rata control) en cada muestra normalizada por Gapdh y son 
media±EEM (n=4 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo 












Fig-R4. Niveles de ARNm de Asbt determinados por RT-QPCR en íleon de rata 
control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona durante 7 días. Los 
resultados se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador 
(ARNm de íleon de rata control). En cada muestra la normalización se llevó a cabo 
determinando el ARNm de Gapdh. Los resultados se expresan como media±EEM 
(n=4 por grupo). No se observaron diferencias significativas (p>0.05) al comparar los 











Fig-R5. Niveles de ARNm de la enzima Cyp7a1 determinados por RT-QPCR en 
hígado de rata control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona durante 7 
días. Los resultados se representan como porcentaje de abundancia respecto al 
calibrador (ARNm de hígado de rata control). En cada muestra la normalización se 
llevó a cabo determinando el ARNm de Gapdh. Los resultados se expresan como 
media±EEM (n=4 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo 
control, mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
 
									Para investigar el efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre el eje 
Fxr/Fgf15/Fgf21, se analizaron los niveles de la expresión hepática de Fgf21. Estos 
aumentaron significativamente y de manera dosis-dependiente hasta 1 mg/kg p.c. de 
DEX. Aunque seguían elevados a la dosis de 5 mg/kg p.c., (Fig-R6), observamos 
una tendencia a disminuir lo que podría ser un reflejo del aumento de la relación 










Fig-R6. Niveles de ARNm de Fgf21 determinados por RT-QPCR en hígado de rata 
control y tratadas con diferentes dosis de dexametasona durante 7 días. Los 
resultados se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador 
(ARNm de hígado de rata control) en cada muestra normalizada por Gapdh y son 
media±EEM (n=4 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo 
control, mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
 
        Cuando se llevó a cabo la determinación del perfil de las diferentes especies 
moleculares de ABs en suero de rata, se mostró una composición similar en 
términos de formas libres (αMC, βMC, UDC, CA, CDC y DC) y tauroconjugadas 
(TαMC, TβMC, TUDC, TC, TCDC y TDC) en los dos grupos experimentales donde 
no se había observado toxicidad hepática (control y dosis de 0.5 mg/kg p.c.) (Fig-












Fig-R7. Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres (C) 
y contenido de las diferentes especies moleculares (D) en suero de ratas control o 
tratadas durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de dexametasona. La determinación de 
ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se expresan como 
media±EEM (n=4 por grupo). No se observaron diferencias significativas (p>0.05) al 


























4.2. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA VÍA DE 
SEÑALIZACIÓN ENTEROHEPÁTICA FXR/FGF15 EN RATÓN  
4.2.1. Efecto sobre los genes involucrados en la homeostasis de ABs a 
nivel intestinal 
        Para dilucidar si los efectos de los glucocorticoides sobre el eje enterohepático 
que regula FXR dependía de la especie empleada como modelo in vivo, se trataron 
ratones C57BL/6 con distintas dosis de DEX durante 7 días. Se observó que los 
niveles de expresión de Fgf15 en ileon se reducían de manera drástica y dosis-
dependiente a partir de 0.25 mg/kg p.c. y hasta el rango más alto ensayado, que fue 
de 5 mg/kg p.c. (Fig-R8A). Este mismo efecto se pudo observar en respuesta al 
tratamiento con PRED o BUD (Fig-R8B), lo que concuerda con lo descrito para la 
rata en el apartado anterior (Fig-R3) y con lo encontrado por Out y colaboradores 
(Out et al., 2014), a una dosis de PRED de 12.5 mg/kg p.c. en esta misma cepa de 
ratones. 
Fig-R8. Niveles de ARNm de Fgf15 determinados por RT-QPCR en íleon de ratones 
C57BL/6 control y tratados con diferentes dosis de dexametasona (A) ó 0.5 mg/kg 
p.c. de distintos glucocorticoides (B) durante 7 días. Los resultados se representan 
como porcentaje de abundancia respecto al calibrador (ARNm de íleon de ratón 
control) en cada muestra normalizada por Gapdh y son media±EEM (n=5-10 por 
grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo control, mediante el test de 










              Para investigar si el descenso en la expresión ileal de Fgf15 era debido a 
cambios en los niveles de expresión del receptor nuclear que lo regula, se 
analizaron los niveles de ARNm de Fxr en los diferentes grupos de ratones tratados 
con DEX. Se encontró una cierta variablidad en la expresión de Fxr y una tendencia 
a disminuir a concentraciones altas, pero no se registraron cambios significativos 
tras el tratamiento con DEX (Fig-R9A) ni en respuesta al tratamiento con PRED o 
BUD (Fig-R9B).  
 
								Por otra parte, dado que en el trabajo de Lu y colaboradores (Lu et al., 2012), en 
este mismo modelo experimental, los autores observaron toxicidad hepática cuando 
los ratones se trataban con DEX a dosis de 1 mg/kg/p.c./día, se decidió estudiar la 
toxicidad hepática de dosis más bajas de este glucocorticoide.  
 
Fig-R9. Niveles de ARNm de Fxr en íleon de ratones C57BL/6 control y tratados con 
diferentes dosis de dexametasona (A) ó 0.5 mg/kg p.c. de distintos glucocorticoides 
(B) durante 7 días determinados por RT-QPCR . Los resultados se representan 
como porcentaje de abundancia respecto al calibrador (ARNm de íleon de ratón 
control) en cada muestra normalizada por Gapdh y son media±EEM (n=5-10 por 
grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo control, por el test de 










        Los resultados se recogen en la Fig-R10. Se observó que la dosis de 1 mg/kg 
p.c. administrada durante 7 días elevaba los niveles séricos de las transaminasas 
ALT y AST, mientras que la dosis inferior 0.5 mg/kg p.c. no producía cambios 
significativos en estas dos enzimas hepáticas. Solo a la dosis mayor ensayada se 
observó una elevación de los niveles séricos de ABs totales (Fig-R10C). Además, 
como también habíamos visto en rata y se ha descrito anteriormente, se observó un 
cambio significativo en los niveles circulantes de albumina y proteínas totales que 
aumentaron tanto con la dosis 0.5 mg/kg p.c. como de 1 mg/kg p.c. (Tabla-R3). No 
se observaron cambios significativos en la concentración total de bilirrubina a las 
dosis de DEX utilizadas.  
Fig-R10. Análisis de las enzimas hepáticas AST (A), ALT (B) y los ácidos biliares 
totales en suero (C) de ratones control y tratados con diferentes dosis de 
dexametasona, i.p. durante 7 días. Los valores se expresan como media±EEM de 5-
10 animales en cada grupo, *p<0.05 y **p<0.01 en comparación con el grupo control 










					Como a dosis de DEX iguales o superiores a 1 mg/kg p.c. aparecian efectos 
tóxicos sobre el hígado, se fijó como tratamiento de los ratones para este estudio la 
dosis de 0.5 mg/kg p.c. de DEX al día durante 7 días. 
 
      En estas condiciones se investigó si el efecto de la DEX sobre la expresión ileal 
de Fgf15 era dependiente de Fxr. Para ello se trataron ratones Fxr-/- con la dosis de 
DEX seleccionada. Los niveles basales de Fgf15 ileal en ratones Fxr-/-  fueron muy 
bajos en comparación con los encontrados en la cepa silvestre (Fig-R11). 
Tabla-R3. Efecto de los glucocorticoides sobre los parámetros de 
funcionalidad hepática en ratones C57BL/6 
 
Tabla-R3. Análisis de albumina, bilirrubina total y proteínas totales en suero de 
ratones control y tratados con diferentes dosis de dexametasona, i.p. durante 7 días. 
Los valores se expresan como media±EEM de 5-10 animales en cada grupo, 
ap<0.05 y bp<0.01 en comparación con el grupo control por el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. 
 
 
      El tratamiento con DEX reducía aún más de manera significativa dicha expresión 
(Fig-R11). Los ratones Gr-/- también presentaban una menor expresión ileal basal de 
Fgf15. En esta cepa también disminuía la expresión de Fgf15 en respuesta al 
tratamiento con DEX.  
       La regulación de FGF19 y de su ortólogo murino Fgf15 a través de FXR/Fxr 
activado en presencia de ABs ha sido bien estudiada (Song et al., 2009; Li et al., 
2007; Kliewer et Mangelsdorf, 2015). Otros factores nucleares que pueden estar 
involucrados en su regulación comienzan a tomar relevancia, como son VDR 
activado por las vitaminas A y D (Schmidt et al., 2010), Diet1 una glicoproteína 









junctions” (Vergnes et al., 2013; Reue et al., 2013; Lee et Vergnes, 2013), SREBP-2 
(Miyata et al., 2014), PPARa (Zhou et al., 2014) y PXR (Wistuba et al., 2007). Sin 
embargo, hasta el momento no se ha descrito la posible participación del receptor 
GR/Gr en la expresión de FGF19/Fgf15. A la vista de los resultados obtenidos (Fig-
R11), se puede sugerir que GR/Gr, a través de sus ligandos naturales, juega un 
papel directo y/o indirecto en la regulación de la expresión ileal de FGF19/Fgf15. En 
ratones se ha descrito que Fgf15 presenta un patrón circadiano inverso al de cortisol 
y corticosterona, de manera que a medida que transcurre el día los niveles de Fgf15 
van disminuyendo (Stroeve et al., 2010) a medida que se van elevando los de estos 
glucocorticoides (Gong et al., 2015).  
 
       Fig-R11. Niveles de ARNm de Fgf15 determinados por RT-QPCR en íleon de ratones 
C57BL/6, Fxr-/- y KO selectivamente para Gr-/- intestinal, control y tratados con 
dexametasona (0.5 mg/kg p.c.) durante 7 días (A). Niveles de ARNm de Fg15 
encontrados en el ratón Fxr-/- tras el tratamiento con DEX (B). Los resultados se 
representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador para lo que se 
utilizó ARNm de íleon de ratón de la cepa de referencia o wild-type (WT). Cada 
muestra fue normalizada por su contenido en ARNm para Gapdh y los resultados se 
expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación 
con el grupo control, †p <0.05, ††p <0.01 en comparación con los ratones WT mediante 










						Cuando se analizaron otras dianas directas de Fxr como Ibabp y Osta, a 
diferencia de lo que ocurría para Ibabp de rata, pero al igual que ocurría con Osta, 
encontramos que en el ratón su expresión permanecía invariable en respuesta al 
tratamiento con DEX. Esto ocurría tanto en la cepa silvestre como en Fxr-/-, donde 
como está descrito en la bibliografía, los niveles basales de Ibabp y Osta eran 
inferiores a los encontrados en la cepa silvestre (Fig-R12) (Dekaney et al., 2008; 
Heidker et Caiozzi, 2015).  
Fig-R12. Niveles de ARNm de Ibabp y Osta determinados por RT-QPCR en íleon de 
ratones C57BL/6 Fxr+/+ y Fxr-/-, control y tratados con dexametasona (0.5mg/kg p.c.) 
durante 7 días. Los resultados se representan como porcentaje de abundancia 
respecto al calibrador para lo que se utilizó ARNm de íleon de ratón Fxr+/+ control. 
Cada muestra fue normalizada por su contenido en ARNm para Gapdh y los 
resultados se expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). †p<0.05, ††p <0.01 y 
†††p <0.001 en comparación con los ratones Fxr+/+ mediante el test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. 
       En concordancia con los resultados obenidos por nosotros en rata como los 
descritos por otros en ratón (Out et al., 2014), los niveles de expresión de Asbt (Fig-
R13), se incrementaron en respuesta al tratamiento con DEX. Sin embargo, tanto en 
los ratones Fxr-/- como en los Gr-/- tratados con DEX no se observaron cambios en la 









transportador en respuesta a DEX en los ratones Fgf15-/-, cuyos niveles basales de 
Asbt eran similares a los que presentaba la cepa silvestre correspondiente. Se ha 
descrito que la regulación de la expresión de Asbt en ratón está mediada 
principalmente por la vía Fxr/Shp/Lrh-1 (Nowicki et al., 1997), sin embargo, pese a 
que la expresión Shp ileal en estas cepas de ratón, es practicamente indetectable, 
no pueden excluirse otros mecanismos en los que pudieran estar involucrados los 
glucocorticoides bien de manera directa o de forma indirecta, a través de su 
receptor, y en los que, según sugieren los resultados de la (Fig-R13), es 
indispensable la presencia de Fxr y Gr para que se de esta respuesta. Por otra 
parte, en estudios in vitro se ha comprobado que Fgf15 puede reprimir la expresión 
de Asbt en enterocitos y colangiocitos (Sinha J et al., 2008). A la vista de los 
resultados encontrados en los ratones Fgf15-/-, se puede concluir que la modulación 
de los niveles de ARNm de Asbt por los tratamientos con glucocorticoides, también 
requiere la intervención de Fgf15. 
Fig-R13. Niveles de ARNm del transportador ileal de los ácidos biliares Asbt 
determinados por RT-QPCR en íleon de ratones C57BL/6, Fxr-/-, KO selectivamente 
para Gr-/- intestinal y Fgf15-/-, control y tratados con dexametasona (0.5 mg/kg p.c.) 
durante 7 días. Los resultados se representan como porcentaje de abundancia 
respecto al calibrador para lo que se utilizó ARNm de íleon de ratón de la cepa de 
referencia o wild-type (WT). Cada muestra fue normalizada por su contenido en 
ARNm para Gapdh y los resultados se expresan como media±EEM (n=5-10 por 
grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo control mediante el test de 









4.2.2. Efecto de los glucocorticoides sobre los genes involucrados en la 
homeostasis de ABs a nivel hepático 
        En condiciones fisiológicas, FGF19/Fgf15 una vez secretado desde el ileocito 
en respuesta a la activación de Fxr por los ABs, alcanza el hígado donde se une a 
su receptor específico FGFR4/FgfR4. Como resultado de esta unión se 
desencadena una cascada de señalización mediada por tirosina quinasas JUNK, 
ERK1/2 y PI3K, que reprime la síntesis de la enzima clave en la síntesis de ABs, la 
CYP7A1/Cyp7a1 (para una revisión ver: Uriarte et al., 2014). Sin embargo, en 
nuestro estudio, pese a la marcada disminución de la expresión de Fgf15 observada 
tras el tratamiento con DEX, la expresión de Cyp7a1 no se modificó 
significativamente (Fig-R14), lo que concuerda con lo que también se habia 
observado en rata (Fig-R3 y R5). 
 
         Esta falta de efecto no se debía a la disminución de la expresión de los genes 
que codifican para los receptores de la membrana del hepatocito que intervienen en 
la respuesta a Fgf15, ya que el tratamiento con DEX no inducía cambios en los 
niveles de ARNm de FgfR4 y β-Klotho (Tabla-R4). 
 
							Además, observamos que en ratones Fxr-/- la expresión basal de Cyp7a1 se 
encontraba aumentada respecto de su cepa silvestre y el tratamiento con 
glucocorticoides redujo de manera significativa su expresión (Fig-R14). Similares 
resultados se encontraron en los ratones Gr+/+ y Gr-/-. En ambas cepas, la expresión 
de Cyp7a1 se reducía por el tratamiento con glucocorticoides (Fig-R14). Por el 
contrario, en ratones Fgf15-/- , cuyos niveles basales de Cyp7a1 eran 
significativamente más elevados que los encontrados en ratones Fgf15+/+, los 
glucocorticoides indujeron una subida en la expresión de Cyp7a1. 
 
							Estos resultados fueron inesperados, ya que en todas las cepas de ratón 
utilizadas, como ya se ha comentado antes (Fig-R11), el tratamiento con DEX habia 
reducido drásticamente los niveles de expresión de Fgf15, por lo que esperábamos 
que Cyp7a1 estuviese sobreexpresado y no al contrario.   
 
      En estas mismas condiciones experimentales, tampoco se observaron cambios 
significativos en los niveles de ARNm de otros genes hepáticos implicados en el 









de ABs (Fxr, Shp, Lrh-1, Hnf4α y Pxr) o genes dianas de glucocorticoides implicados 
en el metabolismo enterohepático (Gr y Pepck) (Tabla-R4). 
 
Tabla-R4. Efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre los niveles de 
expresión de genes implicados en la homeostasis de ABs en hígado de ratón 
 
Tabla-R4. Niveles relativos de ARNm determinados mediante RT-QPCR en hígado 
de ratones C57BL/6 tratados con dexametasona (0.5 mg/kg p.c.) durante 7 días. Los 
valores se expresan como porcentajes respecto al grupo control (ratones tratados 
con solución salina) y son medias±EEM de 8-10 animales por grupo. Los resultados 
se normalizaron usando Gapdh. No se encontraron diferencias significativas con el 
grupo control mediante el test de la t de Student. 
      
        A continuación estudiamos la expresión de las otras enzimas responsables del 









Fig-R14. Niveles de ARNm de la enzima Cyp7a1 determinados por RT-QPCR en 
hígado de ratones C57BL/6, Fxr-/-, KO selectivamente para Gr-/- intestinal y Fgf15-/-, 
control y tratados con dexametasona (0.5 mg/kg p.c.) durante 7 días. Los resultados 
se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador para lo que se 
utilizó ARNm de hígado de ratón de la cepa de referencia o wild-type (WT). Cada 
muestra fue normalizada por	 su contenido en ARNm para Gapdh y los resultados se 
expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación 
con el grupo control, †p <0.05, ††p <0.01 en comparación con los ratones WT 
mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
 
    
Así, los niveles de expresión de la enzima clave en la vía ácida de la síntesis 
de los ABs, Cyp27a1 (Fig-R15), disminuyeron sólo en ratones Gr-/- tras el 
tratamiento con DEX. La regulación de esta enzima viene determinada por los 
niveles de ABs en el hepatocito, y es un proceso, mediado por HNF4a (Chen et al, 
2003), que como se mostró en la Tabla-R4 no se modificaba en respuesta al 
tratamiento con DEX. Estos resultados sugieren que existe una regulación de 
Cyp27a1 a través del GR activado por glucocorticoides (Tang et al, 2008). 
 
        Por otra parte, la enzima cuya actividad determina las cantidades relativas de 
las especies moleculares di- y trihidroxiladas de ABs, Cyp8b1, cuya expresión está 
regulada a través de FXR en condiciones fisiológicas y del receptor nuclear RORa 
en presencia de DEX (Mörk et al., 2016), no se vio afectada de manera significativa 
por el tratamiento con el fármaco, salvo en los ratones de tipo silvestre Fxr+/+ y Gr+/+  










Fig-R15. Niveles de ARNm de la enzima Cyp27a1 determinados por RT-QPCR en 
hígado de ratones C57BL/6, Fxr-/-, KO selectivamente para Gr-/- intestinal y Fgf15-/-, 
control y tratados con dexametasona (0.5mg/kg p.c.) durante 7 días. Los resultados 
se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador para lo que se 
utilizó ARNm de hígado de ratón de la cepa de referencia o wild-type (WT). Cada 
muestra fue normalizada por	 su contenido en ARNm para Gapdh y los resultados se 
expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación 
con el grupo control, †p <0.05, ††p <0.01 en comparación con los ratones WT 











Fig-R16. Niveles de ARNm de la enzima Cyp8b1 determinados por RT-QPCR en 
hígado de ratones C57BL/6, Fxr-/-, KO selectivamente para Gr-/- intestinal y Fgf15-/-, 
control y tratados con dexametasona (0.5 mg/kg p.c.) durante 7 días. Los resultados 
se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador para lo que se 
utilizó ARNm de hígado de ratón de la cepa de referencia o wild-type (WT). Cada 
muestra fue normalizada por	 su contenido en ARNm para Gapdh y los resultados se 
expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación 
con el grupo control, †p <0.05, en comparación con los ratones WT mediante el test 
de comparaciones múltiples de Bonferroni.       	
 
          Para investigar el impacto del tratamiento con glucocorticoides sobre el 
tandem Fgf15/Fgf21, se estudió la abundancia de ARNm de éste último en 
respuesta a diferentes dosis de DEX. Al igual que ocurría en ratas y hemos 
comentado en apartados anteriores y como han observado otros autores (Vispute et 
al., 2017), los niveles de expresión de Fgf21 se incrementaron de manera dosis-
dependiente en respuesta al tratamiento con DEX (Fig-R17). Para evaluar si Fxr 
estaba implicado en este efecto, se determinó la expresión de Fgf21 en el hígado de 
ratones Fxr-/-. Los niveles de ARNm de Fgf21 en estos animales ya eran 
significativamente mayores en comparación con los encontrados en los ratones de la 
cepa silvestre (Fig-R18). El tratamiento con DEX fue capaz de inducir un aumento 
adicional en su expresión. En los ratones Gr-/- y Fgf15 -/-, la expresión de Fgf21 no 
fue diferente a la de su cepa de tipo silvestre (Fig-R18), pero el tratamiento con DEX 
también indujo un aumento de su expresión. Así, en todas las cepas de ratón 









DEX (Fig-R18), y este efecto no era debido a cambios de expresión o a una 
activación de Pxr, ya que como se recoge el la Tabla-R4, no se modificaron los 
niveles de ARNm de Pxr, ni de su diana directa Mrp2 tras el tratamiento. 
 
Fig-R17. Niveles de ARNm de Fgf21 determinados por RT-QPCR en hígado de 
ratones control y tratados con diferentes dosis de dexametasona durante 7 días. Los 
resultados se representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador 
(ARNm de hígado de ratón control) en cada muestra normalizada por Gapdh y son 
media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo 










Fig-R18. Niveles de ARNm de Fgf21 determinados por RT-QPCR en hígado de 
ratones C57BL/6, Fxr-/-, KO selectivamente para Gr-/- intestinal y Fgf15-/-, control y 
tratados con dexametasona (0.5mg/kg p.c.) durante 7 días. Los resultados se 
representan como porcentaje de abundancia respecto al calibrador para lo que se 
utilizó ARNm de hígado de ratón de la cepa de referencia o wild-type (WT). Cada 
muestra fue normalizada por su contenido en ARNm para Gapdh y los resultados se 
expresan como media±EEM (n=5-10 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 en comparación 
con el grupo control,  †p <0.05, en comparación con los ratones WT mediante el test 
de comparaciones múltiples de Bonferroni.         
 
4.2.3. Efecto de la DEX sobre los niveles y especies de ABs en suero de 
ratón 
         La determinación del perfil de diferentes especies moleculares de ABs en 
suero reveló que los ratones Fxr+/+ y Fxr-/- presentaban una composición similar en 
términos de formas libres (αMC, βMC, UDC, CA, QDC y DC) y tauroconjugadas 
(TαMC, TβMC, TUDC, TC, TQDC y TDC) (Fig-R19B y 19C). Sin embargo, la 
relación tauroconjugados/libres fue aproximadamente 2 en ratones Fxr+/+ (Fig-R19B 










Fig-R19. Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y de las diferentes especies de ácidos biliares (D) en suero de ratones C57BL/6 
Fxr+/+ control o tratados durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de dexametasona. La 
determinación de ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se 
expresan como media±EEM de 8-10 animales en cada grupo. No se observaron 











Fig-R20. Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y de las diferentes especies de ácidos biliares (D) en suero de ratones C57BL/6 
Fxr-/- control o tratados durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de dexametasona. La 
determinación de ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se 
expresan como media±EEM de 8-10 animales en cada grupo. No se observaron 
diferencias significativas (p>0.05) al comparar ambos grupos mediante el test de la t 
de Student. 
 
          Además la concentración de ABs totales en el suero fue significativamente 
mayor en ratones Fxr-/- (x3) comparados con los ratones de tipo silvestre del que 
derivan (Fig-R20A), lo que se relaciona con la sobreexpresión de Cyp7a1 (Fig-R14). 
Esta diferencia se debió principalmente a las formas tauroconjugadas (Fig-R20B), 
especialmente a TC (Fig-R20D), lo que no podría asociarse en principio a 
diferencias de expresión en la enzima conjugante Baat ya que no se encontraron 
diferencias significativas entre ratones Fxr+/+ y Fxr-/- . En ambas cepas, el perfil y la 
concentración de ABs no se modificó significativamente después del tratamiento 










      Los ratones Gr+/+ y Gr-/- presentaron similitud de perfiles tanto de especies 
moleculares (Fig-R21D y 22D), como en las concentraciones de ABs totales (Fig-
R21A y 22A). El tratamiento con la dosis no hepatotóxica de DEX (0.5 mg/kg p.c.) 
no modificó ni las concentraciones de ABs ni las composiciones o proporciones 
entre las especies moleculares de ABs (Fig-R21 y 22). 
 
Fig-R21. Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y de las diferentes especies de ácidos biliares (D) en suero de ratones C57BL/6 
Gr+/+ control o tratados durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de dexametasona. La 
determinación de ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-MS/MS. Los valores se 
expresan como media±EEM de 8-10 animales en cada grupo. No se observaron 























Fig-R22. Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y de las diferentes especies de ácidos bilares (D) en suero de ratones C57BL/6 
Gr-/- selectivamente para Gr intestinal control o tratados durante 7 días con 0.5 
mg/kg p.c. de dexametasona. La determinación de ácidos biliares se llevó a cabo 
por HPLC-MS/MS. Los valores se expresan como media±EEM de 8-10 animales en 
cada grupo. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) al comparar ambos 
grupos mediante el test de la t de Student. 
  
           Sin embargo, la determinación del perfil de diferentes especies moleculares 
de ABs en suero reveló algunas diferencias entre los ratones Fgf15+/+ y Fgf15-/-. Las 
especies moleculares TDC y DC fueron más abundantes en ratones Fgf15-/- que en 
los ratones de tipo silvestre (Fig-R23D y 24D). Está diferencia podría ser debida a la 
relación existente entre la microbiota intestinal responsable de la génesis de 
especies secundarias de ABs, con la actividad de la vía de señalización Fxr/Fgf15 
(Wahlström et al., 2017). 
 
										La relación de tauroconjugados/libres era aproximadamente 0.2 en ratones 
Fgf15+/+ (Fig-R23B y 23C) y cerca de 0.7 en ratones Fgf15-/- (Fig-R24B y 24C). La 









comparados con la cepa silvestre (Fig-R24A), lo que se debía a la presencia tanto 
de formas tauroconjugadas como de formas no conjugadas (Fig-R24B y 24C). Estos 
resultados podrían deberse a la mayor expresión de Cyp7a1 que presentan los 
ratones Fgf15-/- respecto de los Fgf15+/+ (Fig-R14). 
 
Fig-R23.  Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y contenido de las diferentes especies de ácidos biliares (D) en suero de ratones 
C57BL/6 Fgf15+/+ control o tratados durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de 
dexametasona. La determinación de ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-
MS/MS. Los valores se expresan como media±EEM de 8-10 animales en cada 












Fig-R24.  Concentración de ácidos biliares totales (A), tauroconjugados (B), libres 
(C) y contenido de las diferentes especies de ácidos biliares (D) en suero de ratones 
C57BL/6 Fgf15-/- control o tratados durante 7 días con 0.5 mg/kg p.c. de 
dexametasona. La determinación de ácidos biliares se llevó a cabo por HPLC-
MS/MS. Los valores se expresan como media±EEM de 8-10 animales en cada 
grupo. *p<0.05, **p<0.01 en comparación con el grupo control por el test de la t de 
student. 
 
       Tanto en ratones Fgf15-/- como en su correspondiente cepa silvestre la 
concentración de ABs totales aumentó significativamente después del tratamiento 
con DEX (Fig-R23 y 24). En el caso de los ratones Fgf15+/+ se observó un aumento 
significativo de las formas libres pero no de las tauroconjugadas, lo que podría 
relacionarse con la disminución de la expresión de la enzima Baat, ya que los 
niveles de ARNm de Baat que encontramos en los ratones Fgf15-/- tratados fue la 
mitad (57%) del de los ratones silvestres (p<0.05). En el caso de los ratones Fgf15-/- 
el aumento de ABs totales podrían ser un reflejo de la sobreexpresión de Cyp7a1 










4.3. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LOS GENES 
IMPLICADOS EN LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN ENTEROHEPÁTICA 
FXR/FGF19 EN CÉLULAS DE HEPATOMA DE ORIGEN HUMANO  
 
        Debido a que la activación de FXR por ABs induce el aumento de expresión de 
FGF19, (Miyata et al., 2012) nos preguntamos si la disminución de los niveles de 
expresión de Fgf15 inducida por glucocorticoides en los modelos in vivo estaba 
mediada por su interacción directa con la vía de señalización de FXR. 
 
      Para responder a esta pregunta se utilizaron células Alexander de hepatoma 
humano que no expresan FXR ni CYP7A1 de manera endógena, pero que si 
expresan FGF19. Estas células se transfectaron con el vector vacío 3.1 o con 
vectores que contenían los plásmidos RXR y FXR. 
 
       Como se describió anteriormente (Rosales et al., 2013), cuando las células 
Alexander se trataron con glucocorticoides, la expresión de BSEP se incrementó 
sólo en células transfectadas con FXR/RXR e incubadas con el agonista de FXR 














Fig-R24. Efecto de la DEX y  la PRED en la expresión de BSEP (A) y SHP (B) en la 
linea celular Alexander de hepatoma humano transfectada con plásmidos 
conteniendo FXR/RXR 24 horas antes de añadir al medio de cultivo 20 µM de los 
glucocorticoides. En algunos casos, se incubaron con 1 µM del agonista de FXR 
GW4064 durante 24 horas tras añadir los glucocorticoides. Los valores obtenidos 
mediante RT-QPCR son media±EEM del porcentaje respecto del control 3.1 (células 
transfectadas con el vector vacío). *p<0.05 comparadas con el grupo control 3.1 y 
#p<0.05 comparada con su control (DMSO) mediante el test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. 
 
          En estas condiciones experimentales, el tratamiento con el agonista de FXR 
GW4064 fue capaz de inducir la sobreexpresión de FGF19 (Fig-R25). Sin embargo, 
los glucocorticoides, tanto DEX como PRED, redujeron su expresión tanto en 
condiciones basales como cuando FXR fue estimulado por GW4064 (Fig-R25). Esto 
no se debió a cambios en la expresión de FXR (Fig-R26B). De manera similar a lo 
que ocurría con FGF19, los glucocorticoides inhibían el efecto estimulador inducido 
por GW4064 en la regulación de SHP (Fig-R24B). Esta represión de la expresión de 










Fig-R25. Efecto de la DEX y la PRED en la expresión de FGF19 en la linea celular 
Alexander de hepatoma humano transfectada con plásmidos conteniendo FXR/RXR 
24 horas antes de añadir al medio de cultivo 20 µM de los glucocorticoides. En 
algunos casos, se incubaron con 1 µM del agonista de FXR GW4064 durante 24 
horas tras añadir los glucocorticoides. Los valores obtenidos mediante RT-QPCR 
son media±EEM del porcentaje respecto del control 3.1 (células transfectadas con el 
vector vacío). *p<0.05 comparadas con el grupo control 3.1 y #p<0.05 comparada 
con su control (DMSO) mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
 
        Por el contrario, los glucocorticoides estimularon la expresión de CYP27A1, de 













Fig-R26. Efecto de la DEX y la PRED en la expresión de CYP27A1 (A) y FXR (B) en 
la linea celular Alexander de hepatoma humano transfectada con plásmidos 
conteniendo FXR/RXR 24 horas antes de añadir al medio de cultivo 20 µM de los 
glucocorticoides. En algunos casos, se incubaron con 1 µM del agonista de FXR 
GW4064 durante 24 horas tras añadir los glucocorticoides. Los valores obtenidos 
mediante RT-QPCR son media±EEM del porcentaje respecto del control 3.1 (células 
transfectadas con el vector vacío). *p<0.05 comparadas con el grupo control 3.1 
mediante el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. 
 
 
      Cuando las células Alexander fueron incubadas con MFS, un antagonista del 
receptor GR, se observó una reducción en los niveles de ARNm de FGF19 de 
manera dependiente (Fig-R27A) e independiente de FXR (Fig-R28). 
                 
         En estas condiciones experimentales, se reprimió la expresión de ARNm de 
PCK1 un gen diana directa de GR (Fig-R27B). Cuando las células se trataron con 
DEX y MFS simultáneamente, se observó una reducción similar en FGF19 a la 












Fig-R27. Efecto de la DEX y la MFS en la expresión de FGF19 (A) y PCK1 (B) en la 
linea celular Alexander de hepatoma humano transfectada con plásmidos 
conteniendo FXR/RXR 24 horas antes de añadir al medio de cultivo 20 µM de los 
glucocorticoides. En algunos casos, las células se incubaron con 1 µM de GW4064 y 
40 µM de MFS durante 24 horas tras añadir los glucocorticoides. Los valores 
obtenidos mediante RT-QPCR son media±EEM del porcentaje respecto del control 
de las células transfectas FXR/RXR. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 comparadas 
con el grupo control de las células transfectadas FXR/RXR mediante el test de 










Fig-R28. Efecto de la DEX y la MFS en la expresión de FGF19 en la linea celular 
Alexander de hepatoma humano transfectada con vector vacio 3.1 (carente de ORF 
de FXR), 24 horas antes de añadir al medio de cultivo 20 µM de los glucocorticoides. 
En algunos casos, las células se incubaron con 40 µM de MFS durante 24 horas 
más tras añadir los glucocorticoides. Los valores obtenidos mediante RT-QPCR son 
la media±EEM del porcentaje respecto del control 3.1 (DMSO). *p<0.05, **p<0.01 
comparadas con el grupo control 3.1 mediante el test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. 
 
      Por otra parte, en un estudio realizado en nuestro grupo de investigación por la 
alumna Dña. Cristina Pizarro Sánchez, cuando se sometieron células de 
adenocarcinoma de colon humano que tampoco expresan FXR, pero que además 
carecen del receptor GR, a las mismas condiciones experimentales que las 
Alexander, se observó un perfil de inducción de FGF19 diferente al encontrado en 
las células de hepatoma (Pizarro C, 2015). Así, en ausencia de cambios de 
expresión de FXR y tras haber confirmado su activación a través del análisis del 
aumento de expresión de IBABP, se observó que el tratamiento con glucocorticoides 
era capaz de incrementar, no de disminuir,  los niveles de ARNm de FGF19 sólo en 
las células transfectadas e incubadas simultáneamente con GW4064. Estos 
resultados en conjunto sugieren la existencia de un papel importante, ya sea de 
manera directa por interacción con FXR o con su via de señalización o indirecta, a 













4.4. DISCUSIÓN GENERAL 
 
        A pesar de que el efecto de los glucocorticoides sobre la homeostasis de los 
ABs ha despertado un gran interés desde los años 70, cuando se describió por 
primera vez el efecto del cortisol sobre los ritmos circadianos de Cyp7a1 en ratas 
adrenalectomizadas (Mitropoulos et Balasubramaniam, 1976), el fenómeno en todas 
sus facetas sólo se ha descifrado parcialmente. Desde el primer artículo, en el que 
se describió dicha relación, hasta la actualidad han aparecido una amplia gama de 
trabajos utilizando diferentes modelos experimentales y estudios en humanos que 
apuntan a que los glucocorticoides pueden desempeñar un papel en la regulación de 
la síntesis, transporte y metabolismo de los ABs (para una revisión ver Rose et al., 
2013). Sin embargo, existen bastantes discrepancias entre estos trabajos en cuanto 
a los cambios que se producen en la homeostasis de los ABs en respuesta al 
tratamiento con glucocorticoides. Así, mientras unos autores describen un efecto 
global colestático (Rose et al., 2011; Lu et al., 2012), otros indican la existencia de 
un efecto global colerético en el caso de los tratamientos prolongados (Out et al., 
2014; Mabuchi et al., 2003). 
 
										En nuestro grupo de investigación habíamos encontrado dos tipos de 
evidencias de la existencia de una relación entre los glucocorticoides y la expresión 
del regulador clave en el metabolismo de los ABs, el FXR, puesto que describimos 
cambios en su expresión y en la de sus genes diana (Rosales et al., 2013). Por una 
parte el tratamiento de ratas con DEX era capaz de inducir no sólo cambios en los 
niveles de ABs séricos y en su patrón de conjugación, sino también de disminuir la 
capacidad de secretarlos a bilis, lo que podría ser el reflejo de una reducción en la 
expresión de genes dianas de Fxr, como Cyp7a1, Baat y Ntcp, respectivamente. Por 
otra parte, en estudios preliminares in vitro, habíamos encontrado evidencias de que 
la ruta de señalización enterohepática regida por el tandem FXR/FGF19 podría 
verse alterada en respuesta a la presión farmacológica que supone el tratamiento 
con glucocorticoides (Pizarro, 2015). 
        El control de la expresión de FGF19/Fgf15 es una cuestión de interés y 
actualidad por sus implicaciones, no solo en el metabolismo de los ABs, sino 
también en el de otros lípidos y de la glucosa, además de por su posible papel en 
procesos patológicos como son la colestasis, diversas enfermedades inflamatorias 









Aunque en condiciones fisiológicas, la expresión ileal de FGF19/Fgf15 se encuentra 
bajo el control de FXR/Fxr, otros NRs, como son VDR, Diet1 y PXR, pueden 
condicionar su expresión (Miyata et al., 2012). Este último NR puede activarse por 
unión a DEX y modificar la expresión de sus genes dianas (Mörk et al., 2016). Esto 
es relevante en nuestro caso, puesto que algunos autores han sugerido la 
posibilidad de que PXR pueda regular la expresión hepática de FGF19/Fgf15 en 
células tumorales o en procesos colestáticos (Wistuba et al., 2007). Sin embargo, en 
nuestro estudio hemos encontrado evidencias de que los glucocorticoides pueden 
estimular la expresión de FGF19/Fgf15 por un mecanismo diferente a la activación 
de PXR. Esta afirmación se basa en que en nuestros modelos experimentales in 
vivo, ni la expresión de PXR ni la de un gen diana típico como es el ABCC2 se 
vieron afectadas por el tratamiento con DEX.  
         Por otra parte, hemos observado que tanto en ratones Fxr-/- (Fu et al., 2016; 
Stroeve et al., 2010) como en Gr-/-, la expresión ileal de Fgf15 mostró una cierta 
dependencia del receptor correspondiente noqueado, pero a la vez dicha expresión 
se reducía aún más después del tratamiento con glucocorticoides. Esta observación 
es una de las aportaciones más novedosas de este estudio.  
 
         El análisis in silico de la secuencia del promotor FGF19 (NC_000011) revela la 
presencia de tres GRE simples: dos GRE correspondientes a la secuencia consenso 
TGTTCC y otro GRE que presenta la secuencia GGTACA, que pese a ser solo la 
mitad de la secuencia asignada para un ER, puede desempeñar un papel importante 
en su regulación (Del Monaco et al., 1997). En este momento, con los datos 
disponibles, solo se puede especular sobre los posibles mecanismos reguladores de 
la expresión de FGF19 por glucocorticoides. Podríamos hipotetizar que o bien el GR 
activado por los glucocorticoides, se une directamente a un GRE y puede reducir la 
expresión de un gen diana, en este caso FGF19, por un mecanismo de represión 
clásica (Nixon et al., 2013), o bien a través del complejo ASCOM (Kim et al., 2009), 
que ha sido descrito como elemento iniciador de la activación de algunos genes 
diana de FXR en cooperación con GR, en células hepáticas (Ananthanarayanan et 
al., 2011), el cual podría verse modificado tras la unión del glucocorticoide al GR 










									Este mecanismo estaría de acuerdo con los resultados que hemos encontrado 
en el presente estudio, puesto que el tratamiento con glucocorticoides puede inhibir 
la expresión de FGF19/Fgf15, lo que no se debe a una reducción en la expresión de 
FXR/Fxr. Es más, se produce en ausencia de expresión de este NR. Por otra parte, 
los resultados sugieren que podría tratarse de un mecanismo que presenta un 
componente independiente del GR/Gr.  
 
									Pese al marcado descenso de los niveles de expresión de FGF19/Fgf15 que 
observamos tras el tratamiento con glucocorticoides, resultó sorprendente el no 
detectar una sobreexpresión de CYP7A1/Cyp7a1, ya que como cabría esperar, los 
principales mecanismos de control de la expresión de esta enzima incluye la 
activación del receptor de FGF19/Fgf15, es decir FGFR4 formando un heterodímero 
con b-Klotho, lo que reprime la expresión de la enzima. Esta represión también 
puede producirse a nivel puramente hepático al activarse FXR y desencadenar la 
transcripción de SHP que inhibe la activación del promotor de CYP7A1/Cyp7a1 
(Inagaki et al., 2005; Angelin et al., 2005). Así pues, inesperadamente, en ausencia 
de cambios en la expresión hepática de los receptores nucleares y de membrana y 
de los factores de transcripción implicados, el tratamiento con glucocortides o no 
modificó la expresión de CYP7A1/Cyp7a1, o la redujo. Además, esta represión es 
independiente de FXR/Fxr. No se puede descartar una intervención del GR/Gr 
hepático en esta modulación, puesto que los modelos utilizados en este trabajo eran 
o bien KO selectivos para el Gr intestinal, lo que dejaba el Gr hepático intacto, o bien 
fueron silenciados quimicamente con MFS lo que suponía una inhibición parcial de 
la actividad del Gr hepático.  
 
								El análisis in silico de la secuencia del promotor de CYP7A1 (NM_000780.3) 
identifica dos sitios con la secuencia consenso ATTACA, necesaria para la unión de 
GR. Como se ha comentado anteriormente, podríamos hipotetizar que el GR/Gr 
activado por los glucocorticoides, se une directamente a uno o a los dos GRE 
simples y puede reducir la expresión del gen diana CYP7A1/Cyp7a1, por un 
mecanismo de represión clásica. Por otra parte, tampoco se puede descartar que en 
el caso del promotor de CYP7A1/Cyp7a1 también esté ocurriendo un mecanismo de 
“tethering”, donde el GR/Gr en forma monomérica no interacciona con el DNA, sino 
que a través de su LBD se puede unir a otros factores de transcripción (Ray et 
Prefontaine.,1994), como son SHP/Shp, LRH-1/Lrh-1 y HNF4a/Hnf4α, bloqueando 









       Curiosamente hemos encontrado, que la ausencia total de expresión de Fgf15 
permite la sobreexpresión de Cyp7a1 en respuesta al tratamiento con DEX. Para 
poder explicar estos resultados, debemos primero analizar lo que sucede con la 
expresión ileal de Asbt en estas condiciones. Se ha descrito que el tratamiento 
prolongado con BUD induce la expresión de ASBT ileal en voluntarios sanos (Jung 
et al., 2004). En nuestro estudio en ratones, hemos observado que el tratamiento 
con glucocorticoides reduce la expresión intestinal de Fgf15 a la par que estimula la 
expresión de Asbt (Sinha et al., 2008), a través de un mecanismo dependiente tanto 
de Fxr (para una revisión ver Kosters et Karpen, 2008), como de Gr (Nowiki et al., 
1997). Sin embargo, en los ratones Fgf15-/-, el tratamiento con DEX provocó una 
marcada reducción de la expresión de Asbt. Esta reducción probablemente se 
traduce en un descenso de la capacidad de captación intestinal de ABs en los 
animales tratados. Estos eventos junto con la ausencia en ratones Fgf15-/- del 
control inhibitorio ejercido por Fgf15 tendrían como consecuencia la sobreexpresión 
hepática de Cyp7a1, lo que podría explicar el marcado aumento de ABs que 
encontramos en el suero de los ratones Fgf15-/- tratados con DEX. 
 
										Pese a la marcada disfunción de la vía de señalización enterohepática que 
relaciona Fxr, Fgf15 y Cyp7a1, encontramos que en respuesta al tratamiento con 
glucocorticoides, se modificaron los niveles hepáticos de Fgf21, un peptido con 
acciones antagonistas a las de Fgf15. El cambio consistió en modificación de la 
expresión de Fgf21 en sentido inverso al de Fgf15. Recientemente los factores tanto 
FGF19 como FGF21 están atrayendo un especial interés por parte de los 
investigadores de varios campos de la bioquímica y la fisiología metabólica debido a 
que parte de sus funciones emulan a los del tandem insulina/glucagón en los 
periodos ayuno/ingesta. Sin embargo, hasta ahora no se han identificado los 
elementos de la ruta de señalización que interrelacionan al trío FXR, FGF19 y 
FGF21, de manera que puedan interaccionar entre si y que puedan verse afectados 
por elevados niveles de glucocorticoides, ya sea por tratamiento prolongado con 
estos compuestos o por hipersecreción patológica, como en el caso de pacientes 
con síndrome de Cushing. Existen pocos estudios sobre los niveles de FGF19 y 
FGF21 en el plasma de estos pacientes, sin embargo, parece que presentan 
alteraciones en los niveles de estas dos hormonas, aunque todavía no se ha podido 









organismo (Durovcová et al., 2010), los cuales además presentan una correlación 
positiva con los niveles séricos de ABs (Lu et al., 2012; Van Zaane et al., 2009). 
 
          Teniendo en cuenta todos los resultados discutidos aquí parece evidente, el 
importante papel, tanto directo, mediante la interacción con la vía de señalización de 
FXR, como indirecto, por su propia vía de señalización, del receptor GR y los 
glucocorticoides en la regulación de la expresión de FGF19. Esta interacción puede 
ser clave en el bloqueo de la comunicación enterohepática que protege, gracias a la 
represión de CYP7A1 y la consecuente reducción de la síntesis de novo ABs, de las 
acciones tóxicas causadas por la acumulación de estos esteroides en el organismo. 
Esta disfunción en los sistemas de control de la homeostasis de los ABs podría ser 
responsable del desarrollo de los efectos adversos a nivel hepático que 
frecuentemente se asocian a la hipersecreción endógena de glucocorticoides o al 
tratamiento crónico con ellos. 
 
        Por tanto, los resultados de este trabajo aportan luz sobre la relación entre el 
intestino y el hígado en el control de la homeostasis de ABs, pero deja abiertas 
nuevas preguntas, que deberán ser abordadas en estudios posteriores, relativas a la 
identificación de los mecanismos por los cuales la expresión y la actividad de los 
genes involucrados pueden verse afectados por los glucocorticoides. Un mejor 
conocimiento de los elementos que intervienen y sus interrelaciones sería de gran 
utilidad no solo por lo que supondría en el avance del conocimiento de la bioquímica, 
la fisiología y la patología hepática, sino también porque permitiría sentar las bases 
para desarrollar nuevas estrategias farmacológicas encaminadas a mantener la 
eficacia terapéutica de los glucocorticoides pero reduciendo el riesgo de aparición de 



































































































5. CONCLUSIONES  
Conclusión primera: La dexametasona administrada intraperitonealmente a ratas o 
ratones a dosis iguales o superiores a 1 mg/kg p.c/día durante 7 días ocasiona 
hepatotoxicidad como lo indica la elevación en suero de la actividad de las 
transaminasas ALT y AST, la hipercolanemia y la hepatomegalia.	
Conclusión segunda: A dosis no hepatotóxicas, el tratamiento de ratas y ratones 
con dexametasona, prednisolona o budesonida causa una reducción en la expresión 
ileal del péptido FGF19/Fgf15, sin que esto se deba a un descenso en la expresión 
de FXR/Fxr 
Conclusión tercera: Se ha identificado al receptor nuclear GR/Gr como un nuevo 
regulador de la expresión de FGF19/Fgf15. Además, el mecanismo a través del cual 
los glucocorticoides inhiben la expresión intestinal de FGF19/Fgf15 presenta 
componentes todavía no identificados que son independientes tanto de FXR/Fxr 
como de GR/Gr, PXR/Pxr y sus genes diana. 
Conclusión cuarta: El tratamiento con glucocorticoides estimula expresión de Asbt 
ileal en ratones por un mecanismo dependiente de Fxr y Gr y que requiere la 
intervención de Fgf15. 
Conclusión quinta: Pese al marcado descenso de los niveles de expresión 
intestinal de Fgf15 que ocasiona el tratamiento con dexametasona la expresión 
hepática de Cyp7a1 no solo no aumenta, como era de esperar, sino que disminuye 
por un mecanismo independiente de Fxr, aún a dosis del glucocorticoide que no 
causan toxicidad hepática. 
Conclusión sexta: La expresión hepática de Fgf21, que ejerce funciones 
antagonistas a las de Fgf15, aumenta en respuesta al tratamiento con 
dexametasona de manera dosis-dependiente e inversa a los cambios que ocasiona 
dicho glucocorticoide en la expresión intestinal de Fgf15. 
La conclusión global:	 A dosis no hepatotóxicas, los glucocorticoides reducen la 
expresión hepática de Cyp7a1, y por tanto la síntesis de novo de ácidos biliares a 
partir del colesterol. Este efecto directo sobre el hígado puede superar el potente 
control de la expresión de Cyp7a1 que ejerce el Fgf15 de origen intestinal, el cual 









Por tanto, los glucocorticoides interfieren con la regulación de la síntesis hepática de 
ácidos biliares, de forma directa sobre el hepatocito y de forma indirecta a través de 
la interconexión intestino-hígado mediada por FGF19/15 alterando el control que 
ejerce FXR sobre la homeostasis de los ácidos biliares, lo que puede contribuir a la 
aparición de alteraciones en la función hepatobiliar en pacientes con tratamientos 
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